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(57) Abstract 

A complex consisting of at least one negatively 
charged nucleic acid and at least one positively charged 
polymeric conjugate with an electrostatic bond therebe- 
tween, said polymeric conjugatgicontaihing a polymer made 
up of monomeric units supi^ing free NH3+ functions 
thereof, and being such thattmc free NH3+ functions of 
said units are substituted in %-ratio of at least 10 %, ad- 
vantageously 45-70 % and particularly 60 %, by uncharged 
residues causing a reduction in positive chaiges relative to 
the unsubstituted polymeric conjugate, whereby release of 
the nucleic acid by dissociation of the complex is facilitated; 
said residues also have the properties of comprising at least 
one hydroxy] group and not corresponding to any recog- 
nition signal recognised by a cell membrane receptor, and 
the free NH3+ ftmctions of said units and/or the hydroxy! 
groups of said residues may also be substituted by at least 
one molecule fonning a recognition signal recognised by a cell membrane receptor, with the prcwiso'that the polymeric conjugate contains 
al least 30 % of the free NH3+ functions. ' ; 




ou R = NH - CO - ( CHOH ^ R-, 



(57) 



L'invention conceme un complexe entre au moins un acide nucl6ique charge ntfgativement et au moins un conjugal polym6ique 
charge positivement. la liaison cntre Tacide nucl6iquc ct le conjugal polymftique 6tant de nature 6lectrosiatique, le conjugu€ polym^rique 
contenant un polymfere form6 de motifs monomferes portant des fonctions NHs* Hbrcs des susdits motifs et ^tant tel que: Ics fonctions 
NH3-^ libies des susdits motifs sonl substitu6es dans un rapport d'au moins 10 avantageusement de 45 % a 70 %. notammeni de 60 
%. par des r6sidus non charges entrainant une diminution des charges positives par rapport au meme conjugu6 polym6rique non substitu€, 
facilitanl Ic relargage de I'acide nucldiquc par la dissociation du complexe, les susdits rtsidus poss6dant en outre les propri6t6s suivantes: 
ils component au moins un groupe hydroxyle, ils ne correspondent h aucun signal de reconnaissance rcconnu par un r6ceptcur mcmbranairc 
cellulaire, les fonctions NH3* libres des susdits motifs ct/ou les groupes hydroxyles des susdits r^sidus pouvant etre ^galement substitutes 
par au moins une molecule qui constitue un signal de recormaissance reconnu par un rficepteur membranaire cellulaire, sous r6servc que Ic 
conjugu6 polym6rique contiennc au moins 30 % de fonctions NH3* libres. 
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NOUVEAUX COMPLEXES D'ACffiE NUCLEIQUE ET DE 
POLYMERE, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEUR 
UTILISATION POUR LA TRANSFECTION DE CELLULES. 



5 L' introduction d'un gene etranger dans une cellule est d'un grand int6ret 

pour la therapie genique. Tandis que dans les experiences in vitro, des 
methodes generates utilisant la precipitation par le phosphate de calcium, le 
dextran DEAE, ou les lipides cationiques sont appropriees, des methodes plus 
selectives sont necessaires pour transferer de fa?on specifique un gene dans 

10 une population de cellules donnees, dans le but de developper une therapie 
genique. Parnii ces methodes selectives, le transfert de gene peut etre obtenu 
en utilisant, soit un materiel viral modifie, allant d'un virus de vaccine a un 
retrovirus, soit des liposomes cibles. soit des complexes de genes et de 
macromolecules cibles. Les complexes ADN/vecteurs tels que 

15 asialoorosomucoide, insuline ou transferrine lies a la polylysine ont ete deja 
proposes comme vecteurs guides de plasmides permettant la iransfection de 
cellules selon un precede d*endocytose induit par les recepteurs 
correspondants: le recepteur specifique des galactosides (lectine) pour 
r asialoorosomucoide, le r6cepteur de Tinsuline et le recepteur de la 

20 transferrine. 

II a €t€ etabli que de nombreuses cellules animales possedent des lectines 
membranaires [Monsigny M., Roche A.C., Kieda C, Midoux P., 
Obrenovitch A. Characterization and biological implications of membrane 
lectins in tumor, lymphoid and myeloid cells. Biochimie, 1988: 70: 163349; 

25 Varki A. Selectin and other mammalian sialic acid binding lectins. Curr. Op. 
Cell. Biol., 1992, 4: 257-66] qui reconnaissent sp6cifiquement des osides de 
structures diverses. En particulier, la lectine membranaire des cellules du 
parenchyme hepatique qui reconnait des structures glucidiques comportant un 
residu galactose en position terminale, c*est-a-dire un galactose ayant toutes 

30 ses fonctions alcooliques libres, ce qui est le cas de glycoproteines seriques 
desialys6es [Ashwell G., Harford J. Carbohydrate-specific receptors of the 
liver. Ann. Rev. Biochem., 1982, 51: 531-54]. 

La sp6cificite de ces lectines depend du type de cellules et par 
consequent, les lectines membranaires sont de bons candidats pour le transfert 

35 de gene par des complexes glycoconjugues/ADN conune porteurs specifiques. 
Les glycoconjugues solubles portant des residus de sucre definis ont 6te 
utilises pour introduire efficacement des medicaments, y compris des drogues 
cytotoxiques, des toxines, des inununomodulateurs, des drogues antivirales 
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[Monsigny, M., Roche, A.C., Kieda, C, Midoux, P. and Obrenovitch, A. 
(1988) Biochimie 70: 1633-1649 2; Roche, A.C., Midoux, P., Pimpaneau. 
v., Negre, E., Mayer, R. and Monsigny, M. (1990) Res. Virol. 141: 243- 
249] et des oligonucleotides [Bonfils E., Depierreux C, Midoux P., Thuong 
N.T., Monsigny M., Roche A.C. Drug targeting: synthesis and endocytosis of 
oligonucleotide-neoglycoprotein conjugates. Nucleic Acids Res., 1992, 20: 
4621-9; Bonfils E., Mendes C, Roche A.C, Monsigny M., Midoux P. 
Uptake by macrophages of a biotinylated oligo-a-deoxythymidylate by using 
mannosylated streptavidin. Bioconjuguate Chem., 1992, 3: 277-84]. 

Le transport des plasmides par des macromol^cules susceptibles d'etre 
reconnues specifiqueraent par des composes de la membrane plasmique des 
cellules cibles releve d*une demarche imitant le mecanisme d'entree du 
materiel genetique viral dans la cellule. Dans tous les cas decrits jusqu'a 
present, le complexe plasmide-transporteur macromoleculau-e est reconnu 
specifiqueraent par un recepteur membranaire qui entraine le complexe dans 
des vesicules d*endocytose, dans des endosomes, et probablement dans 
d'autres compartiments intracellulaires plus profonds, eloignes de la 
membrane plasmique. 

Cependant, le passage transmembranaire de TADN plasmidique est une 
etape critique vis a vis de la liberation dudit ADN dans le cytosol et/ou le 
noyau, ou le gene sera exprime. 

L* invention a pour objet de nouveaux complexes stables d'acide 
nucl^ique et de poly mere substitue. 

L' invention a egalement pour objet de nouveaux complexes d'acide 
nucleique et de polymere substitues susceptibles, en se dissociant, de relarguer 
Tacide nucleique, afin de permettre une boime expression de Tacide nucleique 
dans les cellules. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 
polymere substitue ne presentant pas de signaux de reconnaissance et 
susceptibles de transfecter plusieurs types de cellules. 

L'invention a pour objet de nouveaux complexes d'acide nucleique et de 
polymere substitue presentant des signaux de reconnaissance reconnus par des 
recepteurs membranaires, conferant un caractere selectif de la transfection vis 
a vis de differents types cellulaires. 

L'invention a pour objet un procede de transfection specifique in vitro ou 
in vivo. 
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L' invention a egalement pour objet de nouveaux conjugues de polylysine 
susceptibles d'etre complexes a un acide nucleique en vue de la transfection 
selective d'une cellule. 

L' invention a egalement pour objet de nouveUes compositions 
5 pharmaceutiques contenant, a trtre de substance active, un complexe d'ADN et 
de polymere substitue, notamment de polylysine substituee. 

L*invention a egalement pour objet de nouveaux complexes d'acide 
nucleique et de polymere substitu6 possedant une haute solubilite dans le 
serum physiologique et divers milieux de cultures, susceptibles d'etre 
10 administres in vivo a des doses tres elevees, 

Dans une de ses definitions les plus generales, T invention conceme un 
complexe entre au moins un acide nucleique qui est charge negativement et au 
moms un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre Tacide 
nucleique et le conjugue polymerique etant de nature elecu-ostatique, le 
15 conjugue polymerique contenant des motifs monomeres portant des fonctions 
NH3"*" libres des susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3"*" libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, ce rapport etant determine par m6thode colorimetrique (Fields R. (1971) 

20 The measurement of amino groups on proteins and peptides. Biochem. J., 
124: 581-590) ou avantageusement de 35% a 70%, notamment de 40%, ce 
rapport etant determine par resonance magnetique nucleaire (RMN), par des 
residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant le relargage 

25 de Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils component au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 
30 - les fonctions NH3"*" libres des susdits motifs et/ou les groupes 

hydroxyles des susdits residus pouvant etre egalement substituees par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur 
membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugu6 polymerique, apres 
substitution par les susdits residus et par les susdits signaux de reconnaissance, 
35 contienne au moins 30% de fonctions NH3"*' libres. 

L'originalitfi de Tinvention repose sur Tutilisation d'un polymere 
substitue par une quantite suffisante de residus permettant, 



95/30020 



4 



PCT/FR95/00535 



i) de former des complexes stables avec un acide nucleique, ARN et 
ADN, notamment I'ADN, par interactions electrostatiques avec les charges 
negatives de l^acide nucleique, notamment de TADN et le reste des charges 
positives du polymere substitue par les susdits residus, et 

ii) de faciliter la dissociation du complexe et le relargage de Tacide 
nucleique afin de permettre une bonne expression du gene dans les cellules. 

En effet, le susdit polymere substitue permet une condensation de T ADN 
qui reste tres forte par suite d*un phenomene cooperatif entre les charges 
positives et negatives du polymere et de TADN. Le polymere substitue par 
exemple a 58% avec un susdit residu possede moins de charges positives, ce 
qui reduit la coop6rativite des interactions et facilite la dissociation entre 
TADN et le polymere. 

La dissociation du complexe peut etre mesuree dans les conditions 
decrites a propos de la figure 6. 

Pris isolement, le conjugue polymerique contient des monomeres portant 
des fonctions NH2 libres, susceptibles dans les conditions de pH appropriees 
(pH < 10). de devenir NH3 + . 

Par ailleurs, la presence d*un signal de reconnaissance membranaire 
cellulaire n*est pas obligatoire. 

L'expression selon laquelle "les residus substituant NH3+ ne 
correspondent a aucun signal de reconnaissance membranaire cellulaire" 
signifie qu'ils ne correspondent a aucun signal dans la mesure des 
connaissances actuelles de la litterature. 

Par signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire 
cellulaire, on designe generalement une mol6cule ou un complexe moleculaire 
capable de reconnaitre selectivement un ligand (affinite 
signal-recepteur > KPl/mole). 

Le nombre de signaux de reconnaissance qui substituent les NH3 + 
libres des susdits motifs et/ou les groupes hydroxyles des susdits residus varie 
de0a40%. 

Etant donne que le nombre de NH3+ libres sur le conjugue polymerique 
doit etre d*au moins 30%, lorsque les NH3+ des susdits motifs sont substitues 
par 10% de residus non charges notamment gluconoyle, les signaux de 
reconnaissance peuvent etre jusqu'a 40% sur les 90% des NH3+ non engages 
avec des residus non charges et/ou sur les groupes hydroxyles des susdits 
residus. Lorsque les NH3+ des susdits motifs sont substitues par 45% de 
residus non charges, les signaux de reconnaissance peuvent etre sur 25 des 
55% des NH3+ non engages av^ les residus non charges et/ou sur les 
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hydroxyles des susdits residus. En revanche, lorsque le nombre de NH3'^ 
engages dans des liaisons avec les residus augmente jusqu'a 70%, afin que le 
conjugue polymerique garde au moins 30% de NH3+ libres, les signaux de 
reconnaissance ne peuvent plus etre que sur les hydroxyles des susdits residus, 
5 Le taux de substitution des fonctions NH3 + libres des susdits motifs par 

des residus non charges peut etre determine selon 2 methodes: 

1°) une methode colorimetrique apres reaction de Tacide 
2,4,6 trinitobenzene sulfonique (TNBS) (Fields R. (1971) The measurement of 
amino groups on proteins and peptides. Biochem. J., 124: 581-590) avec les 
10 groupes e-amino des residus lysine libres de la polylysine gluconoylee par 
rapport a la polylysine non substitute; 

le nombre moyen de residus gluconoyle fixes par molecule de polylysine 
est obtenu par difference avec le nombre moyen de residus lysine par molecule 
de polylysine; 

15 2**) une m6thode physique en utilisant la resonance magnetique nucleaire 

(RNM); les spectres RMN sont realises a 300 MHz avec 4 mg de polylysine 
gluconoylee lyophilis6e dans D2O et repris dans 0,5 ml de D2O (Figures 9 et 
10); 

le nombre moyen x de residus gluconoyle fixes par molecule de 
20 polylysine est determinee a partir de la relation: 

X = 3/2 . (hoicA/hLys)- DP 
ou hLys valeur de Tintegration a 1,7 ppm correspondant aux 6 protons 
des carbones 3, 4 et 5 (Figure 1) d'un residu lysine de la polylysine, h^icA 
la valeur de Tintegration a 3,8 ppm correspondant a 4 protons d'un groupe 
25 gluconoyle (Figures 9 et 10) et DP est le degre de polymerisation de la 
polylysine; 

la formule ci-dessus est a adapter en fonction de la nature du residu. 

II faut noter que la determination du nombre de residus non charges sur 
le conjugue polymerique depend de la methode utilisee. Ce nombre est 
30 surestime lorsque Ton utilise le dosage colorimetrique qui permet de calculer 
par difference un nombre relatif de residus non charges sur le conjugue 
polymerique. En revanche, la RMN permet de calculer directement le nombre 
de residus non charges independamment de la concentration en conjugue 
polymerique. 

35 Dans ce qui precede ou dans ce qui suit, sauf indications contraires, le 

taux de substitution des fonctions NH3'^ libres est donne dans le cadre de la 
methode colorimetrique. 
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L' invention concerne notamment un complexe entre au moins un acide 
nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue polymerique 
etant de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un 
5 polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3"*" libres des 
susdits motifs et etant tel que: 

- ies fonctions NH3 libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d*au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 

10 positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant 
le relargage de I'acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- Ies susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
15 reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3'^" libres des susdits motifs des susdits residus 
pouvant etre egalement substituees par au moins une molecule qui constitue un 
signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 
sous reserve que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de 

20 fonctions NH3'^ libres. 

L* invention concerne notanunent un complexe entre au moins un acide 
nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre I'acide nucleique et le conjugue polymerique 
etant de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un 

25 polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3'^ libres des 
susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3"^ libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 

30 positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant 
le relargage de Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
35 reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les groupes hydroxyles des susdits residus pouvant etre substituees par 
au moins une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par 
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un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue 
polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3"^ libres. 

Selon un mode de realisation avantageux, T invention conceme un 
coraplexe entre au moins un acide nucleique cliarge negativement et au moins 
5 un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre Tacide 
nucleique et le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le 
conjugue polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres 
portant des fonctions NH3"*" libres, notamment des residus de lysine et etant 
tel que: 

^0 - tes fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substituees dans un 

rappon d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment 
d'environ 60%, par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugu6 polymerique non substitue, 
facilitant ainsi la dissociation du complexe et le relargage de 1' acide nucleique, 
^5 - les susdits residus possedant en outre les propri6tes suivantes: 

-> ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 

ils ne correspondent a aucun signal de recoimaissance de 

cellules, 

- 0 a 40% du nombre des fonctions NH3+ libres des susdits motifs etant 
20 egalement substituees par une molecule qui constitue un signal de 

reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, ce signal de 
reconnaissance ayant un poids moleculaire inferieur a 5000, sous reserve que 
le conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions ^fH3+ libres, 
et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance pouvant I'etre a 
25 raison d*une molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique 
ou d'environ 60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue 
polymerique. 

L'invention conceme plus particulierement un complexe entre au moins 
un acide nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique 
30 charge positivement, la liaison entre T acide nucleique et le conjugue 
polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue polymerique 
contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions 
NH3"*" libres, notanmient des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions NH3 libres des susdits motifs sont substituees dans un 
35 rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment 

d'environ 60%, par des residus non charges entrainant une diminution des 
charges positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, 
facilitant ainsi la dissociation du complexe et le relargage de Tacide nucleique, 



wo 95/30020 PCTAFR95/00535 

8 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
-> ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
membranaire cellulaire, 
5 - les fonctions NH3 + libres des susdits motifs pouvant etre egalement 

substituees par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance 
membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids 
raoleculaire inferieur a 5000, 

et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance pouvant Tetre a 
10 raison d'une molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique 
ou d 'environ 60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue 
pol)rmerique. 

Dans ces conditions, compte tenu du faible nombre de signaux de 
reconnaissance, au moins 30% des NH3+ du conjugue polymerique sont 
15 libres. 

Lorsqu'ils sont presents, les signaux de recormaissance ont pour but de 
conferer a la transfection la selectivite de la iransfection vis a vis de differents 
types cellulaires et de rendre efficace la transfection in vivo, 

Les signaux de reconnaissance ont egalement pour effet, compte tenu de 
20 leur charge generalement neutre, d'entrainer une diminution des charges 
positives du conjugue polymerique. 

Les signaux de reconnaissance sont des molecules de petite masse 
moleculaire (< 5000 daltons). 

Le nombre de molecules de signal de reconnaissance fixe sur le 
25 polymere modifie pent etre, 

- pour une molecule signal de tres haute affmite vis a vis de son 
r6cepteur, de 0,5 a 5, avantageusement 1 molecule pour environ 10 000 motifs 
monomeres de polymere substitue soit 1 molecule pour environ 50 molecules 
de polymere substitue; 

30 - pour une molecule signal de moyenne affmite vis a vis de son 

recepteur, d' environ 10 a environ 100, avantageusement 60 molecules pour 

environ 10 000 motifs monomeres de polymere substitue. 

Une molecule signal de tres haute affmite correspond a une valeur de Ka 

d'au moins 10^ 1/mole. 
35 Une molecule signal de moyenne affmite correspond a une valeur de Ka 

d'au moins 10^ 1/raole. 
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Selon un mode de realisation avantageux, dans les complexes de 
r invention, le polymere contient un groupement polymerique de formule (I) 
suivante: 



[0 



15 



20 



25 



30 



•NH- 



-CH — C 

I II 
(CH2)n O 



(D 



dans laquelle: 



p est un nombre entier variant de 2 a 500 de preference de 150 a 



200. 



35 



. n est un nombre entier variant de 1 a 5 et vaut de preference 4, 
. ce groupement polymerique contenant un nombre de p radicaux R 
parmi lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 
groupe NH-CO-(CHOH)ni-Ri, notanmient un reste dihydroxypropionoyie, 
6rythrononoyle, threonoyle, ribonoyle. arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, 
gluconoyle, galactonoyle, mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle, 

. m est im nombre entier de 2 a 15, de preference de 2 a 7, 
. Rj represente H ou un radical alcoyle de 1 a 15 atomes de carbone, 
notamment CH3^ 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre 
des radicaux R representent NH3 + , 

* R pouvant en outre etre constitue de 0 a 25% par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance, sous reserve que le 
conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3"*" libres, et 
notamment a raison de 0,5 a 5, avantageusement de 1 molecule pour environ 
10 000 motifs, 

ou i raison de 10 k 100, avantageusement de 60 molecules pour environ 
10 000 motifs. 

Selon un mode de realisation avantageux. 1' invention conceme un 
complexe comme defmit precedenmient, dans lequel le polymere comprend un 
groupement polymerique de formule (II): 
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NH — CH 



(CH2)4 0 



10 



(H) 



dans laquelle: 

. p a les significations indiquees ci-dessus, 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
10 NH-CO-(CHOH)ni-Ri, ^ Rl ayant la signification indiquee ci-dessus, 

* le reste des radicaux, c*est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3 + , et de 0 a 25% des radicaux R pouvant etre 
subtitues par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue 

15 polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 

Selon un autre mode de realisation, dans les complexes de T invention, le 
polymere comprend un groupement polymerique de formule (H): 



20 



NH 



-CH C 

I II 
(CH2)4 O 



(ID 



25 dans laquelle: 

. p a les significations indiquees ci-dessus, 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)ixi-Ri, ^ ^iydni la signification indiquee ci-dessus, 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
30 radicaux R representent NH3 + . 

Dans cette classe de complexes de T invention, le polymere est de la 
poly lysine. 

Comme le montrent les exemples, les cellules HepG2 (hepatocarcinome 
humain) sont efficacement transfectees par de la polylysine substimee par 58 ± 
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10 



12% (110 ± 22 residus) gluconoyles (environ 300 fois plus qu'avec le 
plasmide seul). Les poly lysines substituees par peu ou trop de residus 
gluconoyles sont pas ou peu efficaces pour obtenir une bonne transfection. 

La polylysine substituee par 58 ± 12% de gluconoyles a pennis de 
transfecter differentes cellules (humaines et murines, adherantes ou en 
suspension) avec une grande efficacite, modulee selon le type cellulaire et le 
promoteur utilise. 

Selon un autre mode de realisation avantageux, dans les complexes de 
r invention, le poly mere comprend un groupemem polym6rique de formule 



15 



NH — 



CH — C 

I II 

(CH2)4 O 

I 



_J p 



(ID 



dans laquelle: 

p a la signification indiquee ci-dessus, 
20 . ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux 

R panni lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R represented un 
groupe NH-CO-(CHOH)ni-Ri, m et Ri ayant les significations indiquees ci- 
dessus, 

25 * le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% des 

radicaux R representent d'une part NH3"^ et d* autre part une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 0.5 a 5, avantageusement de 
1 molecule pour 10 000 motifs. 

Selon un autre mode de realisation, dans les complexes de T invention, 

30 le poly mere comprend un groupement polymerique de formule (II): 



35 
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NH CH C 



II 



(CH2)4 0 



R 



P 



dans laquelle: 

• p a la signification indiquee ci-dessus. 

• ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R parmi 
lesquels: 



groupe NH-CO-(CHOH)in-Ri, m et Rj ayant les significations indiquees ci- 
dessus. 



radicaux R representent d*une part NH3"*"et d*autre part une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 10 a 100. avantageusement 
de 60 molecules pour environ 10 000 motifs. 

Dans les complexes de 1' invention, le signal de reconnaissance peut etre 
choisi parmi: 



membranaires, et choisis parmi: 

a. Asialo-oligoside de type triantennaire lactosamine: recepteur 
d'asialoglycoproteine 

Galp 4GlcNAcp 2 Mana 6^ 



* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 



* le reste des radicaux, c*est-a-dire 30% a 90% de ces 



A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines 
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b. Asialo oligoside de type lactosamine tetraantennaire: recepteur 
d ' asialoglycoproteine 



10 



Galp 4GlcNAcp 6 



Gaip4GlcNAcP2- 



Galp 4GlcNAcp 4, 



Galp4GlcNAcp2- 



'Mana 6 



;Mana 3' 



ManP 4GlcNAcp 4GlcNAcp -> 



15 



20 



25 



c. Lewis x: LECAM 2/3 



Galp 4, 



GlcNAcP 3Gaip 



Fuca 3' 



d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 



NeuSAcaBGalp 4, 



Fuca 3 • 



GlcNAcp 3Gaip 



e. Derive de Lewis x sulfate (HNKl): LECAM 1 



(SO3-) 3Glc UAP 3Gaip 4 



Fuca 3 



GlcNAcp 3Gaip 4Glc 



30 



f. OUgomannoside: recepteur du mannose 



35 



Mana 2Mana 6 



Mana 3 



Mana 6 



Mana 2Mana Mana 3 



•ManP 4GlcNAcp 4GlcNAcp 
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g. OUgomannoside phosphoryle: recepteur de maxmosc 6 phosphate 
(HPO3-) 6 



h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfate: recepteur de GalNAc 
4 sulfate 

(SO3-) 4GlcNAcp 4GIcNAcp 2Mana 6 



(SO3-) 4GlcNAcp 4GlcNAcp 2Mana 3^ 

B) des peptides 

a) peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnus 
par des recepteurs de la paroi vascuiaire, tels que par exemple: 

- polypeptide vasodilatateur intestinal (VIP) 

HSDA\TTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH2 

- polypeptide atrial natriuretique (ANP) 

SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 

- lipoconine 
HDMNKVLDL 

- bradykinine 
RPPGFSPFR; 

b) peptides ligands des integrines, tels que les peptides contenant la 
sequence RGD tel que le recepteur de la fibronectine; 

c) facteurs chimiotactiques, tels que les formyl peptides et antagonistes: 
FMLP, (N-fonnyl-Met-Leu-Phe); 

d) hormones peptidiques tels que 
a-MSH: AC-SYSMEHFRWGKPV-NH2 

C) Metabolites naturels tels que: 

- la biotine, 

- le tetrahydrofolate. 




Manp 4GIcNAcp 4GlcNAcp -> 



Mana 2 




Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp -> 
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- Tacide folique, 

- la carnitine. 

Dans les complexes de 1* invention, Tacide nucleique peut etre choisi 
panni: 

5 a) des genes marqueurs, tels que 

- gfenes contenant la luciferase, 

- genes contenant la P-galactosidase, 

• gdnes contenant la chloramphenicol acetyl transferase, 

- genes conferant la resistance a un antibiotique, tel que 
10 rhygromycine ou la neomycine; 

b) des genes a visee therapeutique, tels que 

- recepteurs des lipoproteines de faible densite, deficient dans les cas 
d'hypercholesterolemie (foie), 

- facteurs de coagulation: facteurs Vin et DC, 
15 - phenylalanine-hydroxylase (phenylcetonurie), 

- adenosine desaminase (immunodeficience ADA), 

- enzymes lysosomiques, tels que la p-glucosidase dans le cas de la 
maladie de Gaucher, 

- dystrophine et minidistriphine (myophatie), 
20 - tyrosine hydroxylase (Parkinson), 

- facteurs de croissance des neurones (Alzheimer), 

- CFTR cystic-fibrosis transmembrane conductance regulator 
(mucoviscidose), 

- alpha 1-antitrypsine , 

25 - cytokines (interleukines, TNF: facteur de necrose des tumeurs). 

- thymidine kinase du virus Herpes simplex, 

- NO synthase, 

- recepteurs de Tangiotensine H, 

- genes suppresseurs de tumeurs, tels que le gene de la proteine p53, 
30 - proteines du MHC, systeme majeur d'histocompatibilite, en 

particulier HLA-B7, 

- cytosine desaminase, 

- genes codant pour des ARN sens et antisens, 

- genes codant pour des riborymes, 
35 c) des genes a vis6e vaccinale 

- genes codant pour des antigenes viraux (vaccination), par exen^le: 
gene codant pour la nucleoproteine du virus de la grippe. 
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Une classe avantageuse de complexes selon 1' invention, comprend ceux 
dans lesquels: 

- le polymere, notamment la poly lysine presente un degre de 
polymerisation d'environ 100 a environ 500, de preference 190. 

5 - les fonctions NH3+ libres des motifs lysine etant substituees a 60% 

par des groupements gluconoyle et eventuellement par une molecule 
constituant un signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possede une affmite d*au moins 10^ 1 mole-^ vis a vis du 
recepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou eventuellement par 60 

!0 molecules de signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine lorsque 
ladite molecule signal possede une affmite inferieure d*au moins 10^ 1 mole-^ 
vis a vis du susdit recepteur, 

- Tacide nucleique pr6sente un poids moleculaire d'environ 6.10^ a 
environ 25. 10*^, et 

15 - le rapport entre le nombre moyen de paires de base de Tacide 

nucleique par molecule de motif de monomere, notamment la lysine est 
d'environ 0,9 a environ 1,1, de preference d'environ 0,95 a environ 1,05. 

L' invention conceme egalement un conjugue polymerique charg6 
positivement, la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue polymerique 

20 etant de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un 
polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NHs"*" libres des 
susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3"*" libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rappon d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 

25 60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 
positives par rapport au merae conjugue polymerique non substitue, facilitant 
le relargage de Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxy le, 
30 ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 

reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs et/ou les groupes 
hydroxyles des susdits residus pouvant etre egalement substituees par au moins 
une molecule qui constime un signal de reconnaissance reconnu par un 

35 recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique 
contienne au moins 30% de fonctions 1^3"^ libres. 

Ce conjugue polymerique est un composant intermediaire des complexes 
decrits precedemment. 



wo 95/30020 



17 



PCT/FR95/00535 



Selon un mode de realisation avantageux, T invention conceme un 
conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre Tacide nucleique et 
le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue 
polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des 
5 fonctions NH3 libres des susdits motifs et 6tant tel que: 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 
positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant 

10 le relargage de Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus poss6dant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxy le, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

^5 - les fonctions NH3"^ libres des susdits motifs des susdits residus 

pouvant etre egalement substituees par au moins une molecule qui constitue un 
signal de recoimaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 
sous reserve que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de 
fonctions NH3"*" libres. 

20 Selon un mode de realisation avantageux, T invention conceme un 

complexe entre au moins un acide nucleique charge negativement et au moins 
un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre Tacide 
nucl6ique et le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, 
le conjugue polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres 

25 portant des fonctions NH3 + libres des susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3'^ libres des susdits motifs som substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 
positives, par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant 

30 le relargage de I'acide nucleique par la dissociation du conqjlexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
-> ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire ceUulake, 
35 - les groupes hydroxy les des susdits residus pouvant etre egalement 

substituees par au moins une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve 
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que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3'*" 
libres. 

L' invention concerae 6galement un conjugue polymerique charge 
positivement. contenant des motifs portant des fonctions NH3+ libres, 
5 notanmient des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions NH3"^ libres des susdits motifs sont substitutes dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70% par des residus non 
charges entrainant une diminution des charges positives par rapport au meme 
conjugue polymerique non substitue, 

10 - les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils component au moins un groupe hydroxyle, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance de 

cellules, 

- les fonctions NH3'^ libres des susdits motifs pouvant etre egalement 
15 substituees par une molecule qui constioie un signal de recoxmaissance 

membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids 
moleculaire inferieur a 5000, 

et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance peut I'etre a raison d'une 
molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique ou d'environ 
20 60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique. 

Une classe avantageuse de conjugu6s polymeriques de T invention 
contient un groupement polymerique de formule suivante: 



25 



NH 



CH C 



(CH2)n O 



(D 



30 dans laquelle: 

. p est un nombre entier variant de 2 a 500 de preference de 150 a 200 
n est un nombre entier variant de 1 a 5 et vaut de preference 4, 

. ce groupement polymerique contenant un nombre de p radicaux R 
parmi lesquels: 

35 ♦ 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 

groupe NH-CO-(CHOH)in-Ri notamment 
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un reste dihydroxypropionoyle, erythrononoyle, threonoyle, 
ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, gluconolye, galactonoyle, 
mannonoyle, glycoheptonoyle, glycooctonoyle, m est un nombre entier de 2 a 
15, de preference de 2 a 7, 

. Ri represente H ou un radical alcoyle de 1 a 15 atomes de carbone. 
notanunent CH3, 

* le reste des radicaux, c*est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R represente NHs"*", 

* R pouvant en outre etre constitue de 0 a 25% par une 
molecule qui constitue un signal de reconnaissance, sous reserve que le 
conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres, et 
notanunent a raison de 0,5 a 5, avantageusement de 1 molecule pour environ 
10 000 motifs. 

ou a raison de 10 a 100, avantageusement de 60 molecules pour 
environ 10 000 motifs. 

Une autre classe avantageuse de conjugues polymeriques selon 
r invention contient un groupement polymerique de formule (II): 



20 



25 



30 



"NH — CH 



(CH2)4 O 
I 



dans laquelle p a ies significations indiquees ci-dessus, 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CCKCHOH)ni-Ri, ra et Rj ayant la signification indiquee a la ci-dessus, 

♦ le reste des radicaux, c*est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3 + . 

Une autre ciasse avantageuse de conjugues polymeriques selon 
r invention contient un groupement polymerique de formule (II): 



(ID 



35 
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•NH CH C 



(CH2)4 O 



(H) 



dans iaquelle: 

. p a la signification indiquee ci-dessus, 

• ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R 
panni lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 
groupe NH-CO-(CHOH)ni-Ri, ^ et Ri ayant les significations indiquees ci- 
dessus, 

* le reste des radicaux, c*est-a-dire 30% a 90% des radicaux R 
representent d'une part NHs"^ et d' autre part une molecule qui constitue un 
signal de reconnaissance a raison de 0,5 a 5, avantageusement de 1 molecule 
pour 10 000 motifs. 

Une autre classe avantageuse de conjugues polymeriques selon 
rinvention contient un groupement polymeriquede formule (II): 



•NH — CH 



(CH2)4 O 



R 



(II) 



dans Iaquelle: 

. p a la signification indiquee ci-dessus, 

. ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R parmi 
lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 
groupe NH-CO-(CHOH)jn-Ri, m et Rj ayant les significations indiquees a la 
revendication 2, 
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* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% de ces 
radicaux R representent d-une part NH3"*"et d'autre part une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 10 a 100, avantageusement 
de 60 molecules pour environ 10 000 motifs. 
5 Dans les conjugues polymeriques de 1' invention, le signal de 

reconnaissance membranaire cellulaire peut etre choisi parmi ceux explicites a 
propos des complexes decrits ci-dessus. 

L' invention vise egalement un procede de preparation de complexes 
decrits ci-dessus. 

'0 fa?on generale, un polymere comportant des amines primaires 

(foncuons NH3+ libres) est partiellement substitue par action d'un acide 
organique hydroxyle (I'acide gluconoique en paniculier), en milieu organique. 

Par exemple, un sel de polylysine (notanunent sous forme de p-toluene 
sulfonate) est dissous dans un solvant organique, (notamment le 

15 dimethylsulfoxide) en presence d*une base (notamment la 
diisopropylethylamine) et traite par un acide organique hydroxyle active 
(notamment la gluconolactone). 

Les signaux de recormaissance sont fix6s sur le polymere, soit avant soit 
apres Tintroduction des acides organiques hydroxyles. 

20 Les signaux de reconnaissance peuvent etre li^s aux groupements amines 

du polymere ou aux hydroxyles des acides organiques hydroxyles; ces 
substitutions suivent Tun quelconques des protocoles connus de I'homme de 
Tart. 

A titre d'exemple de fixation des signaux de reconnaissance sur la 
25 polylysine gluconoylee, on indique ci-apres la fixation d'osides ou 
d'oligosides. 

1) Fixation d'osides. 

Des osides simples sont sous la forme de derives phenylisothiocyanates 
qui peuvent reagir dans le DMSO en presence de diisopropylethylamine avec 
30 les fonctions s-amine des residus lysines libres de la polylysine gluconoylee 
conmie precedemraent decrit dans: Midoux et al., 1993, Nucleic Acids Res., 
21: 871-878. 

2) Fixation d*oligosides. 

Des oligosides complexes tels que les asialo-oligosides de types 
35 n-iantennaire ou tetraantennaire ou Lewis x sont obtenus sous forme de , 
glycopeptides selon la methode decrite par Nadia Normand Sdiqui, 1995, 
Synthese de glycoconjugues specifiques de lectines membranaires et leur 
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Utilisation pour cibler oligonucleotides et genes. (These universitaire du 
5 Janvier 1995, Universite d*Orleans). 

Les glycopeptides sous forme phenylisothiocyanates sont fixes sur les 
fonctions E-amine des residus lysines libres de la polylysine gluconoylee 
5 conune precedemment decrit dans: Midoux et al., 1993, Nucleic Acids Res., 
21: 871-878. 

Le complexe acide nucleique/conjugue polymerique est obtenu en 
melangeant une solution de Tacide nucleique conceme et une solution du 
conjugue polymerique. De preference, lesdites solutions sont preparees a 
10 partir du serum physiologique ou d'un tampon ou d'un milieu cytocompatible, 
L'invention conceme egalement I'utilisation d'un complexe ou d'un 
conjugu6 selon T invention, pour la transfection in vitro, ex vivo ou in vivo de 
cellules a Taide d'un gene, notamment ceux definis precedenmient. 

L'invention vise egalement Tutilisation d'un complexe ou d'un conjugue 
15 selon rinvention, pour transfecter des cellules qui peuvent etre choisies parmi: 

- des cellules souches hematopoietiques; 

- cellules du foie; 

- cellules des muscles squelettiques; 

- cellules de la peau: 
20 . fibroblastes, 

. keratinocytes, 

. cellules dendritiques, 

. melanocytes. 

- cellules des parois vasculaires; 
25 . endotheliales; 

. musculaires lisses; 

- cellules epitheliales des voies aeriennes; 

- cellules du systeme nerveux central; 

- cellules cancereuses; 

30 - cellules du systeme immunitaire, telles que lymphocytes, 

macrophages, cellules NK etc... 

Une methode de transfection in vitro, ex vivo ou in vivo de T invention 

comprend la mise en presence un complexe de T invention, dans un milieu 

contenant des cellules a transfecter, dans des conditions telles qu'il y a: 
35 - passage du complexe a partir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

- relargage de Tacide nucleique implique dans le susdit complexe dans 
le cytosol des cellules, 
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- transcription et expression dc I'acide nucleique dans ies cellules 
transfectees. 

L'acide nucleique est delivre dans le cytosol et/ou dans le noyau de la 
cellule ou il doit s'exprimer. 
5 L'invention conceme egalement des compositions phannaceutiques, 

comprenant a titre de substance active, Tun au moins des complexes ou Tun au 
moins des conjugues selon Tinvention, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

Les complexes ou conjugues de Tinvention peuvent egalement etre partie 
a une trousse ou un kit, comprenant par exemple: 

- un conjugue polymerique selon Tinvention, par exemple, la polylysine, 
substituee par un residu entrainant une diminution des charges des groupes 
NH3+ libres, ce conjugue polymerique etant apte a comporter eventuellement 
un signal de reconnaissance, lequel est prealablement fixe ou non sur le 

15 conjugue polymerique, ledit signal de reconnaissance etant fonction de la 
cellule i cibler, 

- eventuellement un plasmide contenant au moins un gene a transferer, et 
le systeme de regulation du susdit gene, 

- des reactifs permettant la fixation eventuelle du signal de 
20 reconnaissance sur le susdit conjugue polymerique, 

- des reactifs permettant la formation d'un complexe selon T invention 
entre le conjugu6 polymerique et le gene a transferer, 

- des reactifs permettant la transfection de la cellule par le susdit 
complexe. 

25 Concemant le signal de reconnaissance, il faut souligner qu'il n'est pas 

necessairement present sur le conjugue polymerique. II peut en effet etre a part 
dans la trousse et etre greffe sur le conjugue polymerique avant Tutilisation. 
Par ailleurs, le signal de reconnaissance peut etre absent de la trousse et 
TutUisateur peut, en fonction des cellules a cibler, utiliser le signal de 

30 reconnaissance de son choix pour le greffer sur le conjugue polymerique de la 
trousse. 

L'invention conceme egalement Tutilisation d'un complexe ou d'xm 
conjugue selon Tinvention, pour la preparation d'un medicament destine, par 
exemple, au traitement d*une d^ficience metabolique congenitale ou acquise, 
35 ou au traitement de tumeurs, ou pour la preparation d'un vaccin, par exemple 
vaccin contre la grippe. 

Les conjugues polymeriques et les complexes de T invention peuvent etre 
utilises pour transfecter ex vivo toute cellule apte a presenter un antigene, par 
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exemple, des precurseurs de macrophages, des macrophages, des cellules B ou 
des cellules dendritiqucs. 

Lorsqu'on souhaite transfecter des macrophages, ceux-ci peuvent etre 
prepares selon la methode decrite par M. Chokri et coll. dans Anticancer 
5 Research 12, 2257-2260, 1992. 

Les complexes et conjugues polymeriques de T invention peuvent etre 
utilises pour transfecter des macrophages en dehors de Torganisme, lorsqu'ils 
sont en milieu de culture, avant ou apres separation par elutriation. 

On peut utiliser une methode analogue a celle utilisee pour la 
10 transfection des cellules HepG2. mais en utilisant un oligosaccharide ciblant, 
par exemple le recepteur du mannose; (pour la transfection des cellules 
HepG2, on peut se reporter aux exemples ci-apres ou a I'article de C. Sureau, 
J. L. Romet-Lemonne, J. MuUms et M. Essex: "Production of hepatitis B 
virus by a differentiated human hepatoma cell line after transfection with 
15 cloned circular HBV DNA. Cell, 47, p. 37-47, 1986, ou a l^article de Midoux 
et ah, intitule: "Specific gene transfer mediated by lactosylated poIy-L-lysine 
into hepatoma cells", Nucleic Acids Research, 1993, vol. 21, N° 4, pages 
871-878). 

Les macrophages transfectes "ex viVo" sont reinjectes au patient apres 
20 verification de Tefficacite de la transfection selon des methodes classiques 
d * immunomarquage . 

L*acide nucleique dans le complexe de Tinvention peut etre: 

- soit un gene a visee therapeutique pour pallier une deficience 
metabolique congenitale ou acquise, (par exemple, facteurs de coagulation, tel 

25 que le facteur VIII ou le facteur DC), 

- soit xm gene a visee vaccinale (par exemple, un gene codant pour une 
proteine exprimee a la surface d*une mmeur, ou un gene de proteine virale, 
bacterienne ou parasitaire). 

Dans le cas d*une vaccination par reinjection de macrophages 
30 transfectes, la proteine antigenique est exprimee et est en partie presente a la 
surface du macrophage permettant une presentation antigenique MHC type 1 
dependante. 

L'acide nucleique dans le complexe de 1' invention peut etre egalement un 
gene conferant aux macrophages des proprietes nouvelles soit directement, soit 
35 par expression de cytokines, 

. cytokines ayant un effet directement sur le macrophage, lui 
conferant des proprietes physiologiques nouvelles; 
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par exemple: - transfeciion du gene du 7 interferon; dans ce 
cas le macrophage est auto active en permanence, ce qui augmente ses 
proprietes cytotoxiques; 

- transfection du gene du TNFa modifie ou non; dans ce cas il 
5 y a augmentation des capacit6s anti tumorales des macrophages; 

. cytokines ayant un effet sur les populations cellulakes au voisinage 
des macrophages transfectds; 

par exemple: - transfection du gene de riL2 pour stimuler les 
cellules T cytotoxiques au voisinage de la tumeur colonisee par les 
10 macrophages. 

Description des flgures 

Figure 1: 

15 EUe represente un fragment de polylysine gluconoylee. 

Figure 1 bis: 

EUe represente un fragment de polylysine dans laquelle certaines des 
fonctions NH3 + de la polylysine sont substituees telles que R = NH3 ou 
20 NNHCO(CHOH)ni ^1 ayant les significations indiquees ci-dessus. 

Figure 1 ter: 

Elle represente Tanalyse par electrophorese sur un gel d'agarose a 0,6% 
du plasmide pSVlLuc complexe avec des quantites variables de polylysine 

25 gluconoylee. 

Les complexes ADN/polylysine gluconoylee sont prepares en ajoutant 
goutte a goutte sous melange constant, des quantites variables (de 0 4 8 ^g) de 
polylysine gluconoylee dans 60 /xl de DMEM, a 2 ^g (0,6 pmol) de plasmide 
pSV2Luc dans 140 ftl de DMEM. Apres 30 minutes a 20**C, 20 ;il de chaque 

30 echantillon est analyse par electrophorese a travers un gel d'agarose a 0,6% 
contenant du bromure d'ethidium pour visualiser TADN dans un tampon Tris 
borate EDTA (Tris 95 mM, acide borique 89 mM et EDTA 2,5 mM), pH 8,6. 
pLK-GlcA/ADN = 0 (a), 15 (b), 30 (c), 60 (d), 90 (e), 120 (f), 150. (g), 
180 (h), 210 (i) et 240 0). 

35 

Figure 2: 

Elle represente le transfert de gene dans les cellules HepG2 en utilisant 
des poly lysines gluconoylees (GlcA-pLK). 
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Les valeurs des gluconoyles sont deierminees par dosage colorimetrique. 

Les complexes ADN/polymere formes entrc le plasmide pSV2Luc et la 
polylysine substituee par differentes quantites de residus gluconoyles (de 15 a 
70%) ont ete determines par electrophorese en gel d'agarose. La polylysine 
5 substituee par plus de 140 residus gluconoyles ne peut former un complexe 
avec le plasmide. 

Les cellules HepG2 oni ete incubees a 37°C pendant 4 heures en 
presence de 100 de chloroquine avec 1.5 nM de plasmide complexe avec 
chacun des conjugues. Le milieu a ete elimine et les cellules ont ete incubees 

10 en absence de chloroquine et de plasmide. L'expression du gene de la 
luciferase a ete determinee 48 heures plus tard en mesurant Tactivite de la 
luciferase dans les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise 
(RLU) ont ete exprimees en mg de proteine ce qui correspond a 1,2 million de 
cellules HepG2, en fonction du rapport molaire GlcA/pLK et du degre de 

15 substimtion de polylysine (%). 

Figure 2 bis: 

Elle represente le transfert de gene dans les cellules HepG2 en utilisant 
des polylysines gluconoylees dans les conditions identiques a celles decrites 
20 pour la figure 2. 

La difference avec la figure 2 est que les valeurs des gluconoyles sont 
calculees a panir des resultats RMN. 

Figure 2 ter: 

25 Elle conceme la formation des complexes ADN/polylysine gluconoylee. 

Elle conceme notamment I'etude de la quantite de polylysine 
gluconoylee complexee par molecule d*ADN (plasmide de 5 kb) en fonction 
du rapport molaire polylysine gluconoylee/ADN (P/ADN). Les complexes 
ADN/ polylysine gluconoylee sont formes dans 1 ml de DMEM entre le 

30 plasmide pSV2Luc (3 pmole) et de la polylysine gluconoylee marquee avec la 
fluoresceine et contenant 70 residus gluconoyle. Les solutions sont 
centrifugees a grande vitesse. La quantite de polylysine gluconoylee 
complexee par molecule d*ADN (colonnes blanches) est la quantity totale de 
polylysine gluconoylee (determinee en mesurant Tabsorbance a 495 nm des 

35 solutions avant centrifiigation (colonne hachuree) moins la quantite de 
polylysine gluconoylee libre (determinee en mesurant I'absorbance a 495 nm 
des sumageants apres centrifiigation: colonne noire). 
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Figure 2 quater: 

Elle conceme la formation des complexes ADN/polylysine gluconoylee 
en fonction du nombre de residus gluconoyles fixes sur la poly lysine. 

Les complexes ADN/polylysine gluconoylee sont formes dans 0,2 ml de 
5 DMEM entre le plasmide pSV2Luc (0,6 pmole) et des polylysines 
gluconoylees contenant jusqu'a 110 residus gluconoyles. Le rapport 
NH3+/nucleotide represente le nombre de charges positives par polylysine 
gluconoylee multiplie par le nombre de polylysine gluconoylee par ADN 
divise par le nombre de charges negatives portees par TADN dans les 

10 complexes formes avec le plus petit rapport molaire polylysine 
gluconoylee/ADN induisant un retard complet de I'ADN en electrophorese en 
gel d*agarose. En insert: on a represente la variation de la quantite de 
polylysine gluconoylee par molecule d'ADN dans les complexes formes avec 
le plus petit rapport polylysine gluconoylee/ADN induisant un retard complet 

15 de TADN en electrophorese en gel d'agarose. P/ADN est la quantity de 
polylysine gluconoylee par molecule d* ADN; GIcA/pLK ets le nombre moyen 
de residus gluconoyles par molecule de polylysine. 

Figure 3: 

20 Elle represente le transfert de gene dans les cellules HepG2 en utilisant 

des polylysines gluconoylees (GlcA-pLK) 

Les complexes ADN/polymere formes entre le plasmide pSV2Luc et la 
polylysine substituee par differentes quantites de residus gluconoyles (de 15 a 
70%) ont ete determines par elecurophordse en gel d'agarose. La polylysine 

25 substituee par plus de 140 residus gluconoyles ne peut former un complexe 
avec le plasmide. Les cellules HepG2 ont ete incubees a 37**C pendant 4 
heures en presence de 100 /xM de chloroqume avec 1,5 nM de plasmide 
complexe avec chacun des conjugues. Le milieu a ete elimine et les cellules 
ont ete incubees en absence de chloroquine et de plasmide. L'expression du 

30 gene de la luciferase a ete determinee 48 heures plus tard en mesurant 
Tactivite de la luciferase dans des lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la 
lumiere emise (RLU) ont ete exprimees par rapport a celle obtenue dans la 
meme experience lors de la transfection des cellules HepG2 avec le conjugue 
polylysine lactosyle (Lact^opLK). En ordonnes, on a represente les valeurs 

35 RLU/RLU de Lact^opLK, en fonction du rapport molaire GIcA/pLK d'une 
part, et de degre de substitution de polylysine (%). 
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Figure 3 bis: 

Elle concerae T influence du nombre de residus lactose. 
L'activite optimale d'un conjugue polymerique (polymere substttue par 
des lactoses) apparait lorsque 30% des groupes NH3+ sent substitues par du 
5 lactose. 

Figure 4: 

Elle conceme le transfert de gene dans differentes cellules en utilisant la 
polylysine gluconoylee (GlcA-pLK) 

Un complexe ADN/polymere a ete forme entre le plasmide pSV2Luc et 
la polylysine substituee par 120 residus gluconoyles. Les cellules ont ete 
incubees a 37°C pendant 4 heures en presence de 100 /iM de chloroquine avec 
L5 nM de plasmide complexe avec la polylysine gluconoylee. 

Le milieu a ete elimine et les cellules ont ete incubees en absence de 
15 chloroquine et de plasmide. L'expression du gene de la luciferase a ete 
determinee 48 heures plus tard en mesurant Tactivite de la luciferase dans les 
lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise (RLU) ont ete 
exprimees par mg de prot6ine. MacroH = macrophages humains derives de 
monocytes; RBE4 = cellules endotheliales de cerveau de rat; HEL = cellules 
20 leucemiques de la lignee 6rythroYde. 

Figure 5: 

Elle represente le transfert de gene dans differentes cellules en utilisant 
la polylysine gluconoylee (GlcA-pLK) 

25 Un complexe ADN/polymere a ete forme entre le plasmide CMVLuc et 

la polylysine substituee par 120 residus gluconoyles. Les ceUules ont ete 
incubees a ST'C pendant 4 heures en presence de 100 de chloroquine avec 
L5 nM de plasmide complexe avec la polylysine gluconoylee. Le milieu a ete 
61iniine et les cellules ont ete incubees en absence de chloroquine et de 

30 plasmide. L'expression du gene de la luciferase a ete determinee 48 heures 
plus tard en mesurant Tactivite de la luciferase dans les lysats cellulaires. Les 
valeurs relatives de la lumiere emise (RLU) ont 6te exprmiees par mg de 
proteine. 3LL = cellules (souris) du carcinome pulmonaire de Lewis; MacroH 
= macrophages humains derives de monocytes; RBE4 = cellules endotheliales 

35 de cerveau de rat; HepG2 = hepatocarcinorae humain; HEL = cellules 
leucemiques de la lignee erythroide; K562 = cellules leucemiques de la lignee 
erythroide. 
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Figure 6: 

EUe conceme la mesure de la dissociation des complexes formes entre ie 
piasmide pSV2Luc et la polylysine (degre de polymerisation = 190) substimee 
par des lactoses. 

5 Des complexes ont ete formes entre le piasmide pSV2Luc avec soit la 

polylysine (pLK), soit la polylysine substituee par 60 residus de lactose 
(LactgopLK), soit la polylysine substituee par 80 residus de lactose 
(LactgopLK). Les complexes ont ete formes dans une solution de NaCl 0.15 
M. la concenu-ation de NaCl a ete ensuite augmentee. Les solutions de 

!0 complexes ADN/polymere a differentes concentrations en NaCl ont ete fdtrees 
au travers d'une membrane de nitrocellulose 0.45 /mi. dans cette experience, 
TADN non coraplexe a la polylysine passe au travers du filtre alors que 
TADN coraplexe est retenu sur le filtre. La quantite d*ADN dissociee de la 
polylysine a ete determinee en mesurant la quantite d'ADN present dans les 

15 filtrats en utilisant le DAPI (4\6-diamino-2-phenylindole), (^lem = 450 nm; 
Xexc = 360 nm) (Sigma)) comme sonde fluorescente. On a porte en ordonnes 
le pourcentage d'ADN lie/ADN libre, en fonction de la concentration en NaCl 
(M). La courbe comportant des O correspond a pLK, celle comportant des • 
correspond a pLK,-Lact^ et celle des V correspond a pLK.-Lactgg. 

20 

Figure 7: 

EUe conceme la mesure de la solubility des complexes. 

Des complexes ADN/polymere ont ete formes dans une solution de NaCl 
0.15 M entre le piasmide pSV2Luc avec soit la polylysine (pLK), la polylysine 
25 gluconoylee (GlcAi20pLK) ou la polylysine substittiee par 60 residus de 
lactose (LactgopLK). Apres 30 minutes a 20''C, Tabsorbance a 610 nm des 
solutions a et^ mesuree. 

Figure 7 bis: 

30 EUe conceme la mesure de la solubilite des complexes. 

Des complexes ADN/polymere ont ete formes dans une solution de NaCl 
0,15 M entre le piasmide pSV2Luc avec soit la polylysine substituee par 30 
residus de lactose (pLK, -Lact3o) (courbe determinee par les carres vides), ou 
la polylysine substituee par 30 residus lactose et substituee par 50 residus de 

35 gluconoyle (pLK, -Lact3o, GIcAsq) (courbe determinee par les triangles 
noirs). Apres 30 minutes a 20°C, Tabsorbance a 610 nm des solutions a ete 
mesuree. 
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Figure 8: 

Elle conceme le transfert de gene dans une lignee myeloide. 

Les cellules my61oides HEL sont transfectees par un complexe realise 
entre un plasmide contenant le gene de la luciferase (PUT650) et la polylysine 
5 gluconoylee et biotinylee. Ce complexe est ensuite associe au facteur de 
croissance des cellules souches (Stem Cell Factor, SCF) par I'intermediaire de 
la streptavidine. Les valeurs des histogranmies RLU sont exprimees en umi6 
relative de luminescence par mg de protfiines extraites. Les transfections sont 
realisees avec (A) le plasmide seul, (B) le plasmide complexe a la polylysine 
10 gluconoylee et biotinylee, (C) le complexe (plasmide/polylysine gluconoylee et 
biotinylee) associe a la streptavidine et (D) le complexe (plasmide/polylysine 
gluconoylee et biotinylee) associe a la streptavidine et au facteur de croissance 
des cellules souches. 



15 Figure 9: 

Elle conceme le spectre RMN k 300 MHz dans D2O de la polylysine 
sous forme p-toluene sulfonate. 

1,28 a 1,88 ppm: 6 H des carbones 3, 4 et 5 de la lysine 

2.41 ppm: groupe CH3 du p-toluene sulfonate 
20 2,84 a 2,95 ppm: 2 H du carbone 6 

4,3 ppm: 1 H du carbone 2 

7,38 et 7,7 ppm: protons aromatiques du p-tolu6ne sulfonate 
Figure 10: 

25 Elle conceme le spectre RMN a 300 MHz dans D2O de la polylysine 

substituee par 73 residus gluconoyle. 

1,28 a 1,88 ppm: 6 H des carbones 3, 4 et 5 de la lysine 
2,41 ppm: groupe CH3 du p-toluene sulfonate 
2,75 ppm; trace de DMSO 
30 2,97 ppm; 2 H du carbone 6 d'un residu lysine non gluconoyle 

3,26 ppm: 2 H du carbone 6 d*un r6sidu lysine gluconoyle 
3,68 a 3,88 ppm: 4 H d'un residu gluconoyle (voir spectre n° 1,856B 
dans: The Aldrich Library of l^c and iR FTNMR Spectra EdI C.J. Pouchert 
and J. Behnke, Vol. 1) 
35 4,3 ppm: 1 H du carbone 8 d'un residu gluconoyle et IH du carbone 2 

d*un residu lysine 
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Tableau I. Transfection des cellules HepG2 par la polylysine lactosylee 
et gluconoylee. 

RLU X 10-Vmg de proteine 5.2 19 671 650 

5 Lact/pLK 0 30 30 60 

GlcA/pLK 0 0 30 0 

Les cellules HepG2 ont ete incubees a BT'^C en presence de 100 fiM de 
chloroquine et 1.5 nM de plasmide complex^ avec chacun des conjugues. 
Apres 4 heures, le milieu a ete elimine et les cellules ont ete incubees en 

10 absence de chloroquine et de plasmide. L'expression du gene de la luciferase a 
ete dfiterminee 48 heures plus tard en mesurant I'activite de la luciferase dans 
les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise (RLU) ont ete 
exprimees par mg de proteine ce qui correspond a 1,2 million de cellules 
HepG2. Lact/pLK est le nombre de molecules de lactose par molecule de 

15 polylysine et GlcA/pLK est le nombre de molecules de gluconoyle par 
molecule de polylysine. 

Tableau H. Transfection des cellules HepG2 par la polylysine 
gluconoylee et biotinylee. 

20 RLU X 10-3/mg de 

proteine 

ADN/GlcA, Bio-pLK/Strep/Bio-LactBSA 966 
ADN/GlcA, Bio-pLK/Strep/Bio-BSA 248 
ADN/GlcA, Bio-pLK/Strep 237 

25 ADN/GlcA, Bio-pLK 67 
ADN 0.2 

Les cellules HepG2 ont ete incubees a 37**C en presence de 100 de 
chloroquine avec 1.5 nM de plasmide libre ou complexe avec chacun des 
conjugues. Apres 4 heures, le milieu a ete elimine et les cellules ont €t€ 

30 incubees en absence de chloroquine el de plasmide. L'expression du gene de la 
luciferase a ete determinee 48 heures plutard en mesurant Tactivite de la 
luciferase dans les lysats cellulaires. Les valeurs relatives de la lumiere emise 
(RLU) ont ete exprimees par mg de proteine ce qui correspond a 1,2 million 
de cellules HepG2. GlcA,Bio-pLK = polylysine substituee par 60 gluconoyles 

35 et 2.5 biotines; Strep = streptavidine; Bio-LactBSA = serum albumine 
lactosylee et biotinylee; Bio-BSA = serum albximine biotinylee. 
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Composants chimiqiies 

La luciferine, la chloroquine. le Triton X 100 et Tacide bicinchoninique 
proviennent de Sigma (St. Louis, MO USA); la L-glutamine, le 
dimethylsulfoxide (Me2S0), TATP, le glycerol et MgCl2 proviennent de 
5 Merck (Darmstadt, AUemagne); le dithiothr^itol et le D-gluconolactone 
proviennent de Serva (Heidelberg, AUemagne); la diisopropylethylamine, 
racide p-toluene sulfonique, TEDTA proviennent de Aldrich (Strasbourg, 
France); Dowex 2x8, (0,3-0,9 nun de diametre) provient de Bio-Rad 
(Richmond, CA); le 4-isothiocyanatoph6nyl-p-D-lactoside, le 4- 

10 isothiocyanatophenyl-p-D-galactopyranoside sont prepares comme decrit 
precedemment (Monsigny, M., Roche, A.C. et Midoux, P. (1984), Uptake of 
neoglycoproteins via membrane lectin(s) of L 1210 cells evidenced by 
quantitative flow cytofluorometryand drug targeting. Biol., Cell., 51. 187- 
196); la poIy-L-lysine, HBr (30 000-50 000) (poids moleculaire moyen = 40 

15 000, degre de polymerisation = 190) provient de Bachem Feinchemikalien 
(Bubendorf, Suisse). La poly-L-lysine, HBr (1 g dans 200 ml de H2O) est 
passee sur une colonne echangeuse d'anions (Dowex 2x8, sous forme OH", 
0,3-0,9 mm de diametre, 35 x 2.5 cm) de fa?on a enlever le bromure 
(Derrien, D., Midoux, P., Petit, C, Negre, E., Mayer, R., Monsigny, M. et 

20 Roche. A.C. (1989), Muramyl dipeptide bound to poly-L-lysine substituted 
with mannose and gluconoyi residues as naacrophage activators. 
Glycoconjugate, J., 6, 241-255) qui est tres cytotoxique pour les cellules 
(Weiss, S.J., Test, S.T., Eckmann, CM., Roos, D. et Regiani. S. (1986), 
Brominating oxidants generated by human eosinophils.. Science, 234, 200- 

25 202). La solution effluente est neutralisee avec 10% d'acide p-toluene 
sulfonique dans Teau (un compose non cytotoxique) et lyophilisee. La serum 
albumine bovine lactosylee (Lact-BSA, comportant un nombre moyen de 39 
residus de lactose) est preparee comme dterit precedemment (Roche, A.C, 
Barzilay, M., Midoux, P., Junqua, S., Sharon, N. and Monsigny, M., (1983), 

30 Sugar-specific endocytosis of glycoproteins by lewis lung carcinoma cells. J., 
Cell. Biochem., 22, 131-140; Monsigny, M., Roche, A.C et Midoux, P. 
(1984), Uptake of neoglycoproteins via membrane lectin(s) of L 1210 cells 
evidenced by quantitative flow cytofluorometry and drug targeting. Biol., 
Cell., 51, 187-196). 

35 

Preparation de la polvlvsine glumnf^ylg^ 

La poly-L-lysine sous forme hydromide, pLK.HBr 30 000 - 50 000 
(masse moleculaire moyenne = 40 000; degre de polymerisation moyen = 



wo 95/30020 



33 



PCT/FR95/00535 



190) provient de Bachem Feinchemikaiien (Bubendorf, Suisse). La polylysine, 
HBr (1 g dans 200 ml H2O) est passee sur une colonne echangeuse d 'anions 
(Dowex 2x8, forme OH"; 35 x 2,5 cm) dans le but d*enlever le brome qui est 
toxique pour les cellules. La solution de polylysine est neutralisee avec une 
5 solution d'acide p-toluene sulfonique a 10% dans Teau puis lyophilisee. 

La polylysine est partiellement substituee avec des residus gluconoyles 
(GlcA) comme suit: la polylysine sous forme p-toluene sulfonate (50 mg; 0.86 
fimoles) dissoute dans 3 ml de DMSO (dimethylsufoxyde) en presence de 
diisopropylethylamine (37 /il; 205 ftmoles) et 1% d'eau, est mise a reagir 

10 pendant 24 h ^ 20°C avec des quantites variables de D-gluconolactone allant 
de 11 mg (61|imol) a 35 mg (194 /imol). La polylysine gluconoylee est 
precipit6e en ajoutant 10 volumes d*isopropanol. Apres centrifiigation (1800 g 
X 15 min), le culot est lave avec de Tisopropanol et recupere apres une 
nouvelle centriftigation. Le culot est repris dans I'eau bidistillee et la solution 

15 est lyophilisee, Le nombre moyen de residus gluconoyle fixe par molecule de 
la polylysine est determine en mesurant le nombre moyen de residus E-NH2 
lysine libre restant sur la polylysine en utilisant le dosage colorimetrique a 
Tacide 2,4,6-trinitrobenzene sulfonique TNBS (Fields, R. (1971) The 
measurement of amino groups in proteins and peptides. Biochem., J., 124, 

20 581-590). Le poids moleculaire moyen est de 58 000. 

Preparation de coniueucs de polvlvsine lactosvlee et gluconovlee. 
Les polylysines substitutes soit avec 30 residus de lactose (Lact3opLK) 
soit avec 60 residus de lactose (Lact^opLK) ont ete prtparees comme 

25 pr6c6demment dficrit (Midoux, P., Mendes, C, Legrand, A., Raimond, J., 
Mayer, R., Monsigny, M., & Roche, A.C, (1993), Specific gene transfer 
mediated by lactosylated poly-L-lysine into hepatoma cells. Nucleic Acids, 
Res., 21, 871-878), La polylysine lactosylee contenant 30 residus de lactose 
(50 mg: 0.745 /xmol) est mise a r6agir pendant 24h a 20°C avec la D- 

30 gluconolactone (7,6 mg; 43 fimol) en presence de diisopropylethylamine (24 
fil; 200 /imol) et 1 % de H2O. Le polymere Lact3o,-GlcA'pLK est precipite et 
purifie comme decrit precedemment. Le nombre moyen de residus gluconoyles 
lies par molecule de conjugue est determine en mesurant les groupes a-amino 
de la lysine restant sur la polylysine en utilisant la methode colorimetrique 

35 TNBS (Fields, R. (1971) The measurement of amino groups in proteins and 
peptides, Biochem., J., 124, 581-590) est trouve egal a 30. 
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BiQtinvlation dc la polvlvsine et de la pnlylysine glucnnnvlee. 
La polylysine gIuconoyl6e (contenant 60 residus gluconoyles) est 
substituee par de la biotine: le polymere (20 mg; 0.33 /imol) dissous dans 
0.5 ml de tampon carbonate/bicarbonate de sodium 0.1 M, pH 9,0, contenant 
5 NaCl 0.3 M, est mis a reagir pendant 20 h a 20*'C avec 0.93 mg (1.7 /imoi) 
de suIfosuccinimidyl-6-(biotinamido)hexanoate (NHS-LC-biotin, Pierce). Le 
polymere est precipite en ajoutant 10 volumes d'isopropanol. Apres 
centrifiigation (1800 g x 15 min), le culot est lave avec de Tisopropanol et 
recupere apres une nouvelle centriftigation. Le culot est repris dans Teau 

10 bidistill6e et la solution est lyophilisee. Le nombre moyen de residu biotine 
fixe par molecule de polymere, determine en utilisant le dosage colorimetrique 
adapte de Green (Green, N. M. (1965), A spectrophotomatic assay for avidin 
and biotin based on binding dyes by avidin. Biochem., J., 94, 23c-24c) en 
utilisant I'acide 2-(4' -hydroxy azoben2ene)benzoYque (HABA) et la 

15 streptavidine, est trouve egal a 2.5. 

Prcnaration de neoylvcoproteines hinrinvleec^ 

La BSA et la BSA lactosylee (Lact-BSA) (0.23 /xmole) dissoutes dans 
5 ml de tampon de carbonate sodium 0.1 M, pH 9.0. contenant NaCl 0.3 M 

20 sont mises a reagir pendant 20 h a ZO^'C, avec NHS-LC-biotine (0,65 mg; 
1,2 ^mol). Les conjugues sont purifies par filtration sur gel de Trisacryl GF05 
(taille de coloime 20 x 2 cm) (Sepracor, Villeneuve la Garenne, France) dans 
H2O contenant 5% de n-butanol, puis lyophilise. Les nombres moyens de 
residus de biotine lies par molecule de proteine sont determines en utilisant 

25 une methode colorimetrique avec HABA, adaptee de Green (Green, N. M. 
(1965), A spectrophotomatic assay for avidin and biotin based on binding dyes 
by avidin. Biochem., J., 94, 23c-24c) et sont de 1 pour BSA et 2 pour 
Lact-BSA. Les masses moleculaires moyennes de BSA et Lact-BSA sont 
68 000 et 87 200 respectivement. 

30 

Cellules et cultures de cellules 

Les lignees cellulaires HepG2 (hepatocarcinome humain, ATCC 8065 
HB) qui possedent une lectine membranaire reconnaissant les glycoproteines se 
terminant par des residus p-D-galactose (Schwartz, A.L., Fridovich, S.E.. 
35 Knowles, B.B, & Lodish, H.F. (1981) Characterization of the 
asialoglycoprotein receptor in a continuous hepatoma line. J., Bio., Chem,, 
256, 8878-8881), les cellules HEL (ATCC TIB 180) et K-562 (ATCC CCL 
243) sont cultivees respectivement en milieu DMEM (GBBCO, Reufrewshire, 
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U.K.) et en milieu RPMI 1640 plus 10% de serum bovin foetal (GIBCO) 
desactive par la chaleur, plus 2 mM de L-glutamine (Merck), plus des 
antibiotiques (100 unites/ml de penicilline et 100 ^g/ml de streptomycine) 
(Eurobio.. Paris, France). Les macrophages humains derivant de monocytes 
5 du sang sont prepares comme decrit dans Roche et al., 1985 (Roche, A.C., 
Midoux, P., Bouchard, P. and Monsigny, M. (1985) Membrane lectins on 
human monocytes: maturation-dependent modulation of 6-phosphomannose 
and mannose receptors. FEBS Letters, 193, 63-68). Les cellules 3LL sont 
cultivees comme decrit dans Roche et al., 1983 (Roche, A.C., BarzUay, M., 

10 Midoux, P., Junqua, S., Sharon, N. and Monsigny, M. (1983) Sugar-specific 
endocytosis of glycoproteins by lewis lung carcinoma cells. J., Cell., 
Biochem., 22, 13M40). Les cellules RBE4, domiees par P.O. Couraud 
(Hopital Cochin, Paris) sont cultivees sur collagene dans un milieu a-MEM et 
HamFio (50/50, volume; volume) plus 10% de serum bovin foetal desactive 

15 par la chaleur, plus 2 mM de L-glutamine, plus des antibiotiques 
(100 unites/ml de penicilline et 100 ^g/ml de streptomycine) en pr6sence de 
TGFp. 

Les plasmides 

20 Le plasmide pSV2Luc (5.0 kb) est foumi par le Dr. A.B. Brasier 

(Massachusetts General Hospital, Boston) (Brasier, A.R., Tate, J.E. & 
Habener, LF. (1989) Optimized use of the firefly luciferase assay as a reporter 
gene in mammalian cell lines. Biotechniques, 7, 1116-1123). Le plasmide 
CMVLuc est foumi par le Dr. A. Dautry-Varsat (Institut Pasteur, Paris). 

25 

Formation de complexes Plasmide/cor^^ugne de polvlvsine npHmanx 
Seuls les complexes pour lesquels aucune migration de TADN se produit 
en elecn-ophorese sur un gel d*agarose, et ainsi appeles complexes 
d'ADN/polymere optimaux sont utilises pour transfecter les cellules. Les 

30 rapports molaires entre le polymere et TADN necessaires pour former des 
complexes plasmide pSV2Luc/polymere optimaux sont determines par 
electrophorese sur un gel d*agarose a 0.6%: les complexes sont prepares en 
ajoutant goutte a goutte sous melange constant, des quantites variables de 
conjugues de polylysine dans 60 ^1 de DMEM, a 2/ig (0.6pmol) de plasmide 

35 pSV2Luc dans 140 fil de DMEM. Apres incubation pendant 30 minutes a 
20°C, 20 ^l de chaque echantillon est analyse par electrophorese a travers un 
gel d*agarose a 0.6% contenant du bromure d'ethidium pour visualiser TADN 
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dans un tampon Tris borate EDTA (Tris 95 mM, acide borique 89 mM et 
EDTA 2.5 mM), pH 8.6. 

Preparation des complex es ADN/vectffliiH; 
5 Complexes plasmide pSVlLuc/conjugue de polylysine, 

Des complexes ADN/polymere optimaux sont prepares en ajoutant 
goutte a goutte sous agitation constante la polylysine ou un conjugue de poly- 
L-lysine (LacteopLK, GlcA^-pLK, 30 < x < 130, avec Lact3opLK, ou 
Lact3o GICA30-PLK) dans 0.6 ml de DMEM a 20 /xg (6 pmol) de plasmide 
10 pSV2Luc dans 1.4 ml de DMEM. La solution est maintenue pendant 
30 minutes a 20^0. 

Complexes de plasmide pSV2lMc/pLK-streptavidine-neoglycoproteine, 

Les complexes de plasmide pSV2Luc/polylysine biotinylee optimaux, 
sont formes en ajoutant goutte a goutte sous melange constant 10 /ig (172 
15 pmol) de polylysine gluconoylee et biotinylee (contenant 60 residus 
gluconoyles) dans 290 /il de DMEM a 10 /tg (3 pmol) de plasmide pSV2Luc 
dans 0.7 ml de DMEM (rapport molaire entre le polymere et T ADN proche de 
57:1). La solution est maintenue pendant 30 minutes a 20*'C. Ensuite les 
neoglycoproteines biotinylees (Lact-BSA et BSA) (377 pmol) dans 0.5 ml de 
20 DMEM sont ajoutees avec agitation constante a 1 ml de complexe plasmide 
pSV2Luc/polylysine biotinylee, et puis la streptavidine (27.5 ^g; 490 pmol) 
dans 0.5 ml de DMEM est ajoutee sous agitation (rapport molaire entre la 
neoglycoprotetne et TADN voisin de 125:1) et la solution est maintenue 
pendant 30 minutes a 20**C. 

25 

Transferr de genf^ 

5 X 105 cellules HepG2 par puits sont deposees au jour 0 sur des plaques 
de culture de tissus de 12 puits, respectivement. Au jour 1, apres avoir retire 
le milieu, la solution (2 ml) contenant le complexe plasmide/conjugue de 

30 polylysine supplemente avec 1% de serum bovin foetal inactive par la chaleur, 
et porte a une valeur de concentration de 100 ;iM dans la chloroquine 
(Luthman, H & Magnusson, G. (1983) High efficiency polyoma DNA 
transfection of chloroquine treated cells. Nucleic Acids Res., 11, 1295-1308), 
est ajoutee dans le puits. Apres 4 heures d*incubation k 37°C, le sumageant 

35 est retire et 2 ml de milieu DMEM frais complet sont ajoutes et les cellules 
sont ensuite incubees pendant 48 h a 37°C. 
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Test a la lucifp.rasp 

L'expression genetique de la luciferase est mesuree par luminescence 
selon la methode decrite par De Wet et al., 1987, (De Wet, J.R., Wood, 
K.V., De Luca, M., Helinski, D.R. & Subramani, S. (1987) Firefly luciferase 

5 gene: structure and expression in mammalian cells. Mol., Cell., Biol., 7, 725- 
737). Le milieu de culture est retire, et les cellules sont recoltees apres 
incubation a 37°C dans du PBS contenant 0.2 mg/ml de EDTA et 2.5 /xg/ml 
de trypsine (GIBCO) et lavees 3 fois avec du PBS. Le tampon 
d'homogeneisation (200 ^1; 8 mM MgClj, 1 mM de dithiothreitol, 1 mM 

10 d'EDTA, 1% de Triton X 100 et 15% de glycerol, 25 mM de tampon 
Tris-phosphate pH 7.8), est ajoute au culot. La suspension est agitee par un 
vortex et conservte pendant 10 min a 20°C. La solution est envoyee en bas du 
mbe par centrifugation (5 min 800 g). L'ATP (95 nl d'une solution 2 mM 
dans le tampon d'homogeneisation sans Triton X 100) est ajoute a 60 n\ du 

15 sumageant et la luminescence est enregistree pendant 4 secondes en utilisant 
un luminometre (Lumat LB 9501, Berthold, Wildbach, Allemagne) sur 
addition automatique de 150 (li de luciferine 167 ^M dans I'eau; les mesures 
sont faites en triple. 

20 Dosage de pmtpinp! 

Un dosage de proteine est effecme pour chaque echantillon en utilisant la 
m6thode colorimetrique d'acide bicinchoninique (BCA) (Smith, P.K., Krohn, 
R.I., Hermanson, G.T., Mallia, A.K., Gartner, F.H., Provenzano, M.D., 
Fujimoio, E.K., Goeke, N.M., Olson, B.J. & KJenk D.C. (1985) 

25 Measurement of protein using bicinchoninic acid. Anal., Biochem., 150, 
76-85), adaptee par Hill et Straka (1988) (Hill, H.D. & Straka, J.G. (1988) 
Protein determination using bicinchoninic acid in the presence of sulfhydryl 
reagents. Anal., Biochem., 170, 203-208) pour se debarrasser de la presence 
de DTT dans le tampon d'homogeneisation. La mesure de l'expression de 

30 luciferase est exprimee comme unite de lumiere relative (RLU) par mg de 
BSA (albumine libre d'acide gras purifiee et cristallisee, A7511, Sigma). 1 rag 
BSA correspondant a 1,2 x 10^ cellules HepG2. 

Resultats 

35 

Polvlvsine gluconovlee 

La poly-L-lysine (masse molecuiaire moyenne de la forme salifiee 
40.000; degre de polymerisation moyen 190) a ete partiellement (de 15 a 70%) 
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acylee sur les fonctions e-NH2 de la lysine en utilisant la D-gluconolactone, 
un agent egalemeni hydrosolubilisant. Le but est de reduire le nombre de 
charges positives sur la polylysine et par consequent de reduire les interactions 
electrostatiques entre le polymere et un plasmide. 
5 En presence de polylysine, TADN se condense fortement par un 

mecanisme cooperatif entre les charges positives de la polylysine et les charges 
negatives de TADN. 

La formation des complexes entre un plasmide de 5 kb tel que le 
plasmide pSV2Luc contenant le gene de la luciferase avec des polylysines 
10 substituees par des quantites croissantes de residus gluconoyles est analysee 
par electrophorese en gel d'aragose et les complexes ADN/polymere optimaux 
correspondent a ceux pour lesquels I'ADN ne migre pas en electrophorese par 
suite de la totale condensation de TADN, sont ainsi aisement determines 
(Figure 1 ter). Au-dela de 80% de substitution, la polylysine gluconoylee ne 
15 forme plus de complexe avec TADN. 

La quantite de polylysine gluconoylee complexee par molecule d'ADN 
en fonction du rapport (P/ADN) entre la polylysine gluconoylee et TADN a 
ete determine (Figure 2 ter). Lorsque celui-ci est compris entre 100 et 200, la 
quantite de polylysine gluconoylee libre est pratiquement nulle, en d'autre 
20 terme, toute la polylysine est complexee avec TADN. Par consequent, aucune 
purification de ces complexes n'est n6cessaire et une toxicite induite par de la 
polylysine libre sera ecartee. En outre, les complexes realises avec ces 
rapports sont des complexes qui permettent une tres bonne efficacite de 
transfection. 

25 Comme le montrent les resultats des figures 2 et 2 bis, Texpression de la 

luciferase par les cellules HepG2 (hepatocarcinome humain) augmente avec la 
quantite de residus gluconoyles fixee sur la polylysine et atteint un maximum 
(environ 300 fois plus qu*avec le plasmide seul) (ligne de base) lorsque la 
polylysine est substituee par 45 a 70% (88 a 132 residus) gluconoyles lorsque 

30 le dosage est colorimetrique (figure 2) ou 35 a 70% (70 a 132 residus) 
gluconoyles lorsque le dosage est effectue par RMN (figure 2 bis). Les 
polylysines substituees par peu ou trop de residus gluconoyles sont pas ou peu 
efficaces. A titre de comparaison, I'expression de la luciferase obtenue dans 
ces memes cellules et dans les memes conditions en utilisant la polylysine 

35 lactosylee dans les conditions optimales, permet de conclure que la 
transfection obtenue avec la polylysine gluconoylee (substituee a 58%) est 
comparable a cclle obtenue avec la polylysme lactosylee dans les conditions 
optimales. 
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Dans les complexes ADN/polymeres pour lesquels TADN ne migre pas 
en electrophorese par suite de la totale condensation de I'ADN, le rapport 
moiaire entre la quantite de poly lysine gluconoylee et I'ADN augmente et le 
rapport entre le nombre de charges positives et le nombre de charges negatives 
5 augmente lineairement lorsque le nombre de residus gluconoyles fixes sur la 
poly lysine augmente (Figure 2 quater). Les complexes presentent un exces de 
charges negatives lorsque la polylysine est faiblement substituee et sont 
globalement neutres lorsque la polylysine est substituee a moitie. Dans les 
conditions raaximales de transfection (35 a 45% de substitution), les 

10 complexes sont proches de la neutralite. Ceci indique que le caractere 
polycationique de la polylysine n'est pas en cause dans Tefficacite de la 
transfection. Le caractere neutre ou anionique des complexes ADN/polylysine 
gluconoylee limitant les interactions non specifiques avec les cellules est un 
atout suppl6mentaire pour leur utilisation in vivo. 

15 La polylysine substituee par 45 a 70% (88 a 132 residus) de gluconoyles 

permet de preparer des complexes ADN/polymere fortement concentres, 
jusqu'a 100 /xg/ml d'ADN, alors qu'avec la polylysine lactosylee, il est 
seulement possible de preparer des complexes 10 fois moins concentres. Dans 
la figure 7, est montree, de fa?on comparative, la solubilite en fonction de la 

20 concentration en ADN, des complexes ADN/polylysine ADN/polylysine 
gluconoylee et ADN/polylysine lactosylee. Cette etude est realisee en 
mesurant la turbidite (mesure de I'absorbance a 610 nm) des differentes 
solutions. Les complexes ADN/polylysine et ADN/polylysine gluconoylee 
restent solubles jusqu'a plus de 100 /xg/ml, alors qu'avec la polylysine 

25 lactosylee, les complexes precipitent a partir de 20 ftg/ml. En presence de 
polymere, I'ADN se condense fortement par suite d*un phenomene cooperatif 
entre les charges positives et negatives des deux polymeres. Dans le cas de la 
polylysine gluconoylee, environ 60% des charges positives etant substituees, 
la cooperativite des interactions electrostatiques entre TADN et le polymere 

30 est diminuee, ce qui facilite une dissociation des complexes ADN/polymere et 
en particulier un relargage de I'ADN dans la cellule et permet une bonne 
expression du gene. Une emde de la modification de la cooperativite des 
interactions electrostatiques entre TADN et la polylysine gluconoylee est 
realisee en fonction de la force ionique et de la nature des contre ions, 

35 

Polvlvsine gluconQvl6e munie d'un s ignal de reconnaissance. 
La polylysine gluconoylee pent etre substituee par un ligand de petite 
masse moleculaire tel que le lactose ayant une affinite moyenne pour un 
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recepteur membranaire ou la biotine ayant une forte affinite pour un recepteur 
membranaire. 

Polvivsine gluconoyl ee et lactnsvlef> 
5 Lorsque la polylysine est substituee par 30 residus de lactose, les cellules 

HepG2 sont tres faiblement transfectees comparativement aux resultats obtenus 
avec la polylysine substituee par 60 residus de lactose (Tableau I). La 
polylysine substituee par 30 lactoses possede encore beaucoup de charges 
positives, interagit fortement avec I'ADN et ne permet pas une dissociation 

10 rapide de TADN du complexe. Lorsque la polylysine contenant 30 residus de 
lactose est en plus substituee par 30 residus gluconoyles, Texpression de la 
luciferase est 61evee et comparable a celle obtenue avec la polylysine 
substituee par 60 residus de lactose. L' addition de residus gluconoyle permet 
de reduire les interactions electrostatiques entre I'ADN et la polylysine, 

15 facilitant une dissociation rapide de I'ADN dans la cellule. 

De plus, comme le montre la figure 7 bis, la substimtion de la polylysine 
a la fois par des residus lactose et gluconoyle, augmente la solubilite des 
complexes par rapport a la polylysine uniquement lactosylee et permet de faire 
des preparations de complexes concentres jusqu'a 100 fig/mi utilisables in 

20 vivo, 

Polvivsine glucnnovlee et htotinylpg , 

Lorsque la polylysine gluconoylee (contenant 60 residus gluconoyles) est 
substitute par un tres petit nombre (2.5) de residus de biotine, les complexes 

25 ADN/poly lysine biotinylee ont une tres forte affinite (10^5 y mole) pour la 
streptavidine. Si de plus la streptavidine est munie d'un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire specifique d'un type 
cellulaire qui induit I'endocytose des complexes, TADN acquiere alors une 
specificite cellulaire. Ceci est montre dans le Tableau II: le plasmide complex^ 

30 par rintermediaire de la polylysine gluconoylee et biotinylee a de la 
streptavidine munie d'un signal de reconnaissance tel que la serum albumine 
lactosylee recormue et endocytee via la lectine membranaire des cellules 
HepG2, Texpression de la luciferase est beaucoup plus importante que lorsque 
la serum albumine est depourvue de lactose ou bien que la streptavidine est 

35 depourvue d'un signal de recormaissance. 
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Trans f c rt de genes nar des complexes ADN/cvtnkine 
Le transfert de g^nes dans des lignees myeloides par des complexes avec 
la polylysine liee au facteur de croissance des cellules souches (Stem Cell 
Factor, SCF) est repr^sente sur la figure 8. Un piasmide contenant le gene de 
5 la luciferase a ete complexe par rintermediaire de la polylysine gluconoylee et 
biotinylee au SCF biotmyl6 en utilisant de la streptavidine. Les complexes 
ainsi formes sont efficaces pour transfecter les cellules HEL qui expriment de 
nombreux recepteurs (c-kit) pour le SCF. 

>0 Polvlvsine gluconovlee et transfert de pene^; dans divers tvpef; 

cellulaircs. 

La polylysine substituee par 45 a 70% de gluconoyles permet de 
transfecter avec une bonne efficacite, des cellules adherentes telles que des 
macrophages humains, un hepatocarcinome humatn, des cellules endotheliales 
15 de rat mais egalement des cellules non adherentes telles qu*un lymphome T 
humain et des cellules leucemiques de la lignee erythroide (Figures 4 et 5), 

Conclusions 

Le caractfere inventif de la polylysine gluconoylee repose: 
20 - sur Tutilisation d'une polylysine partiellement substituee pour reduire 

les interactions electrostatiques entre TADN et le polycation afin de feciliter 
un relargage intracellulaire de I'ADN apres intemalisation dans la cellule par 
un ph6nomene d'endocytose non specifique (la presence de recepteurs 
membranaires capables de reconnaitre specifiquement les residus gluconoyles, 
25 n'est pas connue); 

- les residus gluconoyles agissent egalement comme hydrosolubilisant et 
permettent de preparer des complexes ADN/polylysine tres concentres et done 
une meilleure utilisation in vivo, ce qui n'est pas le cas avec la polylysine 
lactosylee ou bien la polylysine substituee par des proteines comme la 

30 transferrine ou rasialooromucoi'de; 

- la polylysine gluconoylee peut etre utilisee pour transfecter divers types 
cellulaires et en particulier des cellules non adherentes; 

- la polylysine gluconoylee peut etre utilisee comme polymere de base 
pour conferer une specificite cellulaire a I'ADN par addition de quelques 

35 molecules de ligands de faible masse moleculaire reconnues par des recepteurs 
membranaires specifiques. L'avantage de la polylysine gluconoylee par 
rapport a la polylysine non gluconoylee reside dans le fait que celle-ci est deja 
optimisee pour permettre la formation de complexes ADN/poIymere-ligand 
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facilement dissociables dans la cellule ce qui reduit le nombre de molecules de 
ligands a fixer sur la polylysine. En effet, on a deja montre que I'efficacite de 
transfection depend du nombre de molecules de d'oses fixees sur la polylysine 
non gluconoylee (60 residus lactose ou 80 residus galactose sont necessaires 
5 pour une transfection optimale dans les cellules possedant un recepteur 
reconnu pour le lactose ou le galactose). 
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REVENDICATIONS 

1. Complexe entre au moins un acide nucleique charge negativetnent et 
au moins un conjugue polymerique charge positivement, la liaison entre 

5 r acide nucl6ique et le conjugue polymerique etant de nature electrostatique, le 
conjugue polymerique contenant un polymere forme de motifs monomeres 
portant des fonctions NH3+ libres des susdits motifs et etant tel que: 

- les fonctions NH3"^ libres des susdits motifs sont substitutes dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notanunent de 

10 60%, ce rapport etant determine par methode colorimetrique (Fields R. (1971) 
Biochem. J., 124: 581-590), ou avantageusement de 35% a 70%, notanunent 
de 40%, ce rapport €tzm determine par resonance magnetique nucleaire, par 
des residus non charges entrainant une diminution des charges positives par 
rapport au meme conjugue polymerique non substittie, facilitant le relargage 

15 de r acide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxy le, 
ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 
20 - les fonctions NH3'*" libres des susdits motifs et/ou les groupes 

hydroxyles des susdits residus pouvant etre egalement substitutes par au mouis 
une molecule qui constitue un signal de recoimaissance reconnu par un 
recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue polym6rique 
contieime au moins 30% de fonctions NH3'^ libres. 

25 

2. Complexe selon la revendication 1, entre au moins un acide nucleique 
charge negativement et au moins un conjugue polymerique charge 
positivement, la liaison entre I'acide nucleique et le conjugue polymerique 
etant de nature electrostatique, le conjugue polymerique contenant un 

30 polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3 libres des 

susdits motifs et etant tel que: 

" les fonctions NH3 libres des susdits motifs sont substituees dans un 

rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 

60%, par des residus noh charges entrainant une diminution des charges 
35 positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant 

le relargage de Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle. 
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ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3"*' libres des susdits motifs des susdits residus 
pouvant etre egalement substituees par au moins une molecule qui constitue un 

5 signal de reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 
sous reserve que le conjugue polymerique contienne au moins 30% de 
fonctions NH3"^ libres. 

3. Complexe selon la revendication 1, entre au moins un acide nucl6ique 
10 charge negativement et au moins un conjugue polymerique charge 

positivemcnt. la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue polymerique 
etant de namre 61ectrostatique, ie conjugue polymerique contenant un 
polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions NH3 libres des 
susdits motifs et etant tel que: 

15 - les fonctions NH3'*' libres des susdits motifs sont substituees dans un 

rapport d*au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 
positives, par rapport au meme conjugue polymerique non substime, facilitant 
le relargage de Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

20 - les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

-> ils comportent au moins un groupe hydroxy le, 
-> ils ne correspondent i aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les groupes hydroxyles des susdits residus pouvant etre substituees par 
25 au moins une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par 

un recepteur membranaire cellulaure, sous reserve que le conjugue 
polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3^" libres. 

4. Complexe selon Tune des revendications 1 ou 2, entre au moins un 
30 acide nucleique charge negativement et au moins un conjugue polymerique 

charge positivement. la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue 
polymerique etant de nature electrostatique, le conjugue polymerique 
contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions 
. NH3"^ libres, notamment des residus de lysine et etant tel que: 
35 - les fonctions NH3"^ libres des susdits motifs sont substituees dans un 

rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 
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positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant 
ainsi la dissociation du complexe et le relargage de Tacide nucleique, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

-> ils comportent au moins un groupe hydroxy le. 
5 lis ne correspondent a aucun signal de reconnaissance de 

cellules, 

- les fonctions NHs^ libres des susdits motifs 6tant egalement 
substituees de 0 a 40% par une molecule qui constitue un signal de 
reconnaissance reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, ce signal de 

10 reconnaissance ayant un poids moleculaire inferieur a 5000, sous reserve que 
le conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 
et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance peut Tetre a raison d'une 
molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique ou d*environ 
60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique. 

15 

5. Complexe selon Tune des revendications 1, 2 ou 4, entre au moins un 
acide nucleique charge ndgativement et au moins un conjugue polymerique 
charge positivement, la liaison entre Tacide nucleique et le conjugue 
polymerique etant de nature electrostatique. le conjugue polymerique 
20 contenant un polymere forme de motifs monomeres portant des fonctions 
NH3"^ libres, notamment des residus de lysine et etant tel que: 

- les fonctions NU^^ libres des susdits motifs sont substituees dans un 
rapport d'au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notamment de 
60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 

25 positives par rapport au meme conjugue polymerique non substitue, facilitant 
ainsi la dissociation du complexe et le relargage de Tacide nucleique, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 

ils comportent au moins un groupe hydroxyle, 
-> ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
30 membranaure cellulaire, 

- les fonctions NH3+ libres des susdits motifs pouvant etre egalement 
substimees par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance 
membranaire cellulaire, ce signal de reconnaissance ayant un poids 
moleculaire inferieur a 5000, 

35 et lorsqu'il est present, ce signal de reconnaissance peut Tetre a raison d'une 
molecule pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique ou d'environ 
60 molecules pour environ 10 000 motifs du conjugue polymerique. 
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6. Complexe selon Tune des revendications 1, 2, 4 ou 5» dans lequel le 
polymere contient un groupement polymerique de formule (I) suivante: 



NH — CH 



I II 
(CH2)n O 



a) 



R 



10 dans laquelle: 

, p est un nombre entier variant de 2 a 500 de preference de 150 a 200, 

• n est un nombre entier variant de 1 a 5 et vaut de preference 4, 

. ce groupement polymerique contenant un nombre de p radicaux R 
parmi lesquels: 

15 * 10% a 70% du nombre des radicaux R repr^sentent un 

groupe NH-CO-(CHOH)in-Ri, notamment un reste dihydroxypropionoyle, 
erythrononoyle, threonoyle, ribonoyie, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, 
gluconolye, galactonoyle, mannonoyle, glycoheptonoyle. glycooctonoyle, 

• m est un nombre entier de 2 a 15, de preference de 2 a 7, 

20* . Rj represente H ou un radical alcoyle de 1 a 15 atomes de carbone, 

notanunent CH3^ 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3 , 

R pouvant en outre etre constitue de 0 a 25% par une 
25 molecule qui constitue un signal de reconnaissance, sous reserve que le 
conjugue polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3"^ libres, et 
notamment a raison de 0,5 a 5, avantageusement de 1 molecule pour environ 
10 000 motifs, 

ou a raison de 10 a 100. avantageusement de 60 molecules pour environ 
30 10 000 motifs. 



7. Complexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere comprend 
un groupement polymerique de formule (II): 



35 
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10 



15 



20 



25 



30 



NH- 



-CH — C 

I II 
(CH2)4 O 



dans laquelle: 

. p a les significations indiquees a la revendication 6, 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CO-(CHOH)in-Ri, ^ Rj ayant la signification indiquee ci-dessus, 

* le reste des radicaux, c*est-a-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3+, et de 0 a 25% des radicaux R pouvant etre 
subtitues par une molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu 
par un recepteur membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue 
polymerique contienne au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 

8. Complexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere comprend 
un groupement polymerique de formule (II): 



NH CH — C 



I II 
(CH2)4 O 
I 

R 



dans laquelle: 

. p a les significations indiquees a la revendication 6, 

* 10% a 70% du nombre des residus R representent un groupe 
NH-CO-(CH0H)in-Ri, ^ ^1 ayant la signification indiquee ci-dessus, 

* le reste des radicaux, c*est-^-dire 30% a 90% du nombre des 
radicaux R representent NH3 . 



(ID 



35 



9. Complexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere comprend 
un groupement polymerique de formule (II): 
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NH CH C 



(CH2)4 O 



(H) 



dans laquelle: 

p a la signification indiquee a la revendication 6, 
. ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R 
10 paraii lesquels: 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 
groupe NH-CO-(CHOH)in-Rl, m et Rj ayant les significations indiquees a la 
revendication 2, 

* le reste des radicaux, c*est-a-dire 30% a 90% des 
15 radicaux R representent d'une part et d* autre part une molecule qui 

constitue un signal de reconnaissance a raison de 0,5 a 5, avantageuseraent de 
1 molecule pour 10 000 motifs. 



20 



25 



30 



10. Complexe selon la revendication 6, dans lequel le polymere 
comprend un groupement polymerique de formule (II): 



NH CH 



(CH2)4 O (ID 



R 



dans laquelle: 

. p a la signification indiquee a la revendication 6, 

. ce groupement polymerique contenant un nombre p radicaux R parmi 
lesquels; 

* 10% a 70% du nombre des radicaux R representent un 
groupe NH-CO-(CHOH)jn-Ri, m et Rj ayant les significations indiquees a la 
revendication 2, 



wo 95/30020 



PCT/FR95/00535 



10 



49 

* le reste des radicaux, c'est-a-dire 30% a 90% de ces 
radicaux R representent d'une part NHs+et d'autre part une molecule qui 
constitue un signal de reconnaissance a raison de 10 a 100, avantageusement 
de 60 molecules pour environ 10 000 motifs. 

11. Complexe selon Tune des revendications 1 a 10, caract6rise en ce 
que le signal de reconnaissance est choisi panni: 

A) - des osides simples ou complexes reconnus par des lectines 
membranaires, et choisis parmi: 

a. Asialo-oligoside de type triantennaire lactosamine: recepteur 
d'asialoglycoproteine 



15 



25 



30 



Galp 4GlcNAcp 2 Mana6, 



Gaip 4GlcNAcp4, 



Galp 4GlcNAcp2- 



Manp 4GlcNAcp 2 4GlcNAcp -» 



Mana 3' 



2^ Asialo oligoside de type lactosamine tetraantennaire: recepteur 

d' asialoglycoproteine 



Galp 4GIcNAcp 6, 
Galp 4GIcNAcp2' 
Gaip 4GIcNAcP4, 
Gaip 4GlcNAcp 2' 



Mana 6 



Mana 3 



/ 



Manp 4GIcNAcp 4GlcNAcp 



c. Lewis x: LECAM 2/3 



Galp 4^ 

GIcNAcp 3Gaip 

35 Fuca 3^ 



95/30020 PCT/FR95/00535 

50 

d. Lewis x sialyl: LECAM 3/2 
Neu5Aca3Gaip4^ 



^ GlcNAcp 3GaIp ^ 

Fuca 3 

e. Derive de Lewis x sulfate (HNKl): LECAM 1 

(SO3-) 3Glc UAp 3Galp4, 



GlcNAcp 3Gaip 4Glc ^ 
Fuca 3 ^ 

L Oligomannoside: recepteur du maiuiose 

Mana 2Mana 6^ 

Mana 6 

Mana 3^ Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcp ^ 

Mana 2Mana Mana 3 

g. Oligomannoside phosphoryle: recepteur de mannose 6 phosphate 
(HPO3-) 6 



7^ Mana 6 
Mana 2 '^^^ ^ Mana 6 

Mana 3 

ManP 4GlcNAcP 4GlcNAcP 

(HPO3-) 6 

Mana 2 Mana 3 

Mana 2 

h. Oligosaccharide de type lactosamine sulfate: recepteur de GalNAc 
4 sulfate 

(SO3-) 4GlcNAcp 4GIcNAcP 2Mana 6 

^ Manp 4GlcNAcp 4GlcNAcP 

(SO3-) 4GicNAcp 4GlcNAcp 2Mana 3 
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B) des peptides 

a) peptides anti-inflammatoires ou certains de leurs fragments reconnus 
par des recepteurs de la paroi vasculaire, tels que 

- polypeptide vasodilatateur intestinal (VIP) 

5 HSDAVFTDNYTRLRKQMAVKKYLNSILN-NH2 

- polypeptide atrial natriuretique (ANP) 

SLRRSSCFGGRMDRIGAQSGLGCNSFRY 

- lipocortine 
HDMNKVLDL 

10 - bradykinine 

RPPGFSPFR; 

b) peptides ligands des integrines, tels que les peptides contenant la 
sequence ROD tel que le recepteur de la fibronectine; 

c) facteurs chimiotactiques, tels que les formyl peptides et antagonistes: 
15 FMLP, (N-formyl-Met-Leu-Phe); 

d) hormones peptidiques tels que 
a-MSH: Ac-SYSMEHFRWGKPV-^fH2 

C) Metabolites naturels tels que: 

- la biotine, 

20 - le tetrahydrofolate, 

- Tacide folique, 

- la carnitine, 

12, Complexe selon Tune des revendications 1 a 11, caracterise en ce 
25 que Tacide nucleique peut etre choisi parmi: 

a) des genes marqueurs, tels que 

- genes contenant la luciferase, 

- genes contenant la P-galactosidase, 

- genes contenant la chloramphenicol acetyl transferase. 

30 - genes conferant la resistance a un antibiotique, tel que 

rhygromycine et la neomycine etc ... ; 

b) des genes a visee th^rapeutique, tels que 

• recepteurs des lipoproteines de faible densit6, deficient dans les cas 
d'hypercholesterolemie (foie), 
35 - facteurs de coagulation: facteurs Vin et IX, 

- phenylalanine-hydroxylase (phenylcetonurie). 

- adenosine desaminase (immunodeficience ADA), 



wo 95/30020 



52 



PCT/FR95/00535 



- enzymes lysosomiques, tels que la p-glucosidase dans le cas de la 
maladie de Gaucher, 

- dystrophine et minidistriphine (myophatie), 

- tyrosine hydroxylase (Parkinson), 

5 - facteurs de croissance des neurones (Alzheimer), 

- CFTR cystic-fibrosis transmembrane conductance regulator 
(mucoviscidose), 

- alphal-antitrypsine, 

- cytokines (interleukines, TNF facteur de necrose des tumeurs), 
10 - thymidine kinase du virus Herpes simplex, 

- NO synthase, 

- r6cepteurs de Tangiotensine H, 

- genes suppresseurs de tumeurs, tels que le gene de la proteine p53, 

- prot6ines du MHC, systeme majeur d*histocompatibiIite, en 
15 particuiier HLA-B7, 

- cytosine desaminase, 

- genes codant pour des ARN sens et antisens, 

- genes codant pour des ribozymes, 
c) des genes a visee vaccinale 

20 - genes codant pour des antigenes viraux (vaccination), par exemple: 

gene codant pour la nucleoproteine du virus de la grippe. 

13. Complexe selon I'une des revendications 1 a 12, dans lequel: 

- le polymere, notamment la polylysine preseme un degre de 
25 polymerisation d'environ 100 a environ 500, de preference 190, 

- les fonctions NH3+ libres des motifs lysine etant substituees dans 
un rapport de 60 par des groupements gluconoyle et eventuellement par une 
molecule constituant un signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine 
lorsque ladite molecule signal possede une affmite d*au moins 10^ 1 mole*^ vis 

30 a vis du recepteur de la cellule que le complexe doit cibler ou eventuellement 
par 60 molecules de signal de reconnaissance pour 10 000 residus de lysine 
lorsque ladite molecule signal possede une affinite inferieure d'au moins 
10^ 1 mole-1 vis a vis du susdit recepteur, 

- Tacide nucleique presente un poids moleculaire d'environ 6.10^ a 
35 environ 25. 10^ et 

- le rapport entre le nombre moyen de paires de base de Tacide 
nucl6ique par molecule de motif de monomere, notamment la lysine est 
d'environ 0.9 a environ 1,1, de preference d'environ 0,95 a environ 1,05. 
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14. Conjugue polymerique charge positivement, contenant des motifs 
portant des fonctions NH3+ libres, notairunent des residus de lysine et etant 
tel que: 

- les fonctions NH3^" libres des susdits motifs sont substituees dans xin 
5 rapport d*au moins 10%, avantageusement de 45% a 70%, notanraient de 

60%, par des residus non charges entrainant une diminution des charges 
positives par rapport au meme conjugue polymdrique non substitue, facilitant 
le reiargage de Tacide nucleique par la dissociation du complexe, 

- les susdits residus possedant en outre les proprietes suivantes: 
10 -> ils comportent au moins un groupe hydroxy le, 

ils ne correspondent a aucun signal de reconnaissance 
reconnu par un recepteur membranaire cellulaire, 

- les fonctions NH3 + libres des susdits motifs et/ou les groupes hydroxyles 
des susdits residus pouvant etre egalement substituees par au moins une 
15 molecule qui constitue un signal de reconnaissance reconnu par un recepteur 
membranaire cellulaire, sous reserve que le conjugue polymerique contienne 
au moins 30% de fonctions NH3+ libres. 

15. Conjugue polymerique selon la revendication 14, et tel que defmi 
20 selon Tune des revendications 2 a 5, ou contenant un groupement polymerique 

de formule selon Tune des revendications 6 a 10. 



16. Utilisation d'un complexe selon Tune des revendications 1 a 13, ou 
d'un conjugue selon I'une des revendications 14 ou 15, pour la transfection in 
25 vitro ou ex vivo de cellules a I'aide d'un gene, notamment ceux defmis a la 
revendication 12. 



17. Utilisation d'un complexe ou d*un conjugud selon la revendication 
16, caracterise en ce que les cellules sont choisies parmi: 
30 - des cellules souches hematopoietiques; 

- cellules du foie; 

- cellules des muscles squelettiques; 

- cellules de la peau: 

. fibroblastes, 
35 . keratinocytes, 

. cellules dendritiques, 
. melanocytes. 

- cellules des parois vasculaires; 
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. endotheliales; 

. musculaires lisses; 

- cellules epitheliales des voies aeriennes; 

- cellules du systeme nerveux central; 
5 - cellules cancereuses; 

- cellules du systeme immunitaire, telles que des lymphocytes, des 
macrophages, des cellules NK etc. . . 

18- Methode de transfection in vitro ou ex vivo, caracterisee en ce que 
0 Ton met en presence un complexe, selon Tune quelconque des revendications 
1 a 13, dans un milieu contenant des cellules a transfecter, dans des conditions 
telles qu'il y a: 

- passage du complexe a partir du milieu dans le cytoplasme des 

cellules, 

5 - relargage de Tacide nucleique implique dans le susdit complexe dans 

le cytosol des cellules, 

- transcription et expression de I'acide nucleique dans les cellules 
transfectees. 



20 19. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend a 

titre de substance active, Tun au moins des complexes selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 13, ou Tun au moins des conjugues selon Tune des 
revendications 14 ou 15, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

25 

20. Utilisation d'un complexe selon Tune des revendications 1 i 13, ou 
d'un conjugue selon Tune des revendications 14 ou 15, pour la preparation 
d'un medicament destine par exemple au traitement de deficience metabolique 
congenitale ou acquise, ou au traitement de mmeurs, ou pour la preparation 
30 d'un vaccin, par exemple vaccin contre la grippe. 



21. Trousse ou kit comprenant: 

- un conjugue polymerique selon Tune des revendications 14 ou 15, tel 
que la polylysine, substituee par un residu entrainant une diminution des 
35 charges des groupes NH3"^ libres, ce conjugue polymerique etant apte a 
comporter eventuellement un signal de reconnaissance, lequel est 
prealablement fixe ou non sur le susdit conjugue polymerique, ledit signal de 
reconnaissance etant fonction de la cellule a cibler, 
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- eventuellement un plasmide contenant au moins un gene a transferer, et 
le systeme de regulation du susdit gene, 

- des reactifs permettant la fixation eventuelle du signal de 
reconnaissance sur le susdit conjugue poiymerique, 

- des reactifs permettant la formation d'un complexe selon Tune des 
revendications 1 a 13, entre le conjugue poiymerique et le gene a transferer, 

- des reactifs permettant la transfection de la cellule par le susdit 
complexe. 
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Figure Ic 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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Figure 2a 
FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 2b 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 



wo 95/30020 PCr/FIl95/00535 

6/17 



O 

B 
< 

o 
I— I 

o 



2000 
1750 - 
1500 - 
1250 - 
1000 - 
750 
500 - 
250 - 
0 



100 



— r 
200 



I 



300 



400 



500 



600 



rapport molaire P/ADN 



Figure 2c 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



wo 95/30020 



PCr/FR95/00535 




Figure 2d 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGIE 26) 
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Figure 3b 
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Figure 6 
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Figure 7b 
FEUILLE DE REMPLACFMENT (REGIE 26) 
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